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RESUMO 
 
No presente trabalho foi realizado um estudo para avaliação do processo 
inflamatório crônico usando o extrato de Casearia sylvestris: uma espécie de planta 
popularmente conhecida por seu efeito anti-inflamatório. A eficácia desta planta foi 
avaliada na resposta inflamatória crônica induzida por implantes sintéticos em 
camundongos. Para este propósito, foram utilizados 60 camundongos, C57∕B1∕6, 
machos, com 8 semanas de vida, divididos em 5 grupos: (1) controle (salina), (2) 
controle (DMSO1%), (3) tratado com doses de 10ng do óleo essencial extraído da 
Casearia sylvestris, (4) tratado com doses de 100ng deste óleo e (5) tratado com doses 
de 1000ng do mesmo óleo.  Os animais foram submetidos a uma resposta inflamatória 
crônica, induzida pelo implante sintético e tratados diariamente com estas doses nos 
tempos 0-8dias. Após 9 dias de tratamento, o implante foi removido e submetido a 
análises bioquímicas e histológicas onde avaliou-se o componente inflamatório pela 
atividade das enzimas  mieloperoxidase (MPO), que corresponde à enzima presente em 
neutrófilos, da N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG), presente em macrófagos e pela 
análise quantitativa de mastócitos presentes no tecido fibrovascular. Por sua vez, 
avaliou-se o componente angiogênico pelo conteúdo de hemoglobina, bem como pela 
quantificação de vasos sanguíneos. Por último, a fase de reparo foi avaliada pela 
quantificação de colágeno solúvel e também por meio da quantificação de colágenos do 
tipo I e III depositados no tecido fibrovascular. Os experimentos que analisaram o efeito 
da Casearia sylvestris revelaram que apesar de a ação anti-inflamatória da Casearia 
sylvestris ser difundida e evidenciada pela medicina popular, as doses utilizadas no 
presente trabalho via injeção local, sob o modelo de inflamação crônica, induzida por 
implante sintético não apresentaram alterações significativas sobre os componentes 
avaliados em nenhum dos tratamentos utilizados comparação com o grupo controle 
salina, e, portanto, não exibiu efeitos anti-inflamatórios na inflamação crônica. Contudo, 
nós acreditamos que a presente pesquisa contribui cientificamente na compreensão da 
atividade do extrato bruto de Casearia sylvestris e sugere que o extrato da planta seja 
investigado em outras formas de administração. Além disso, sugere-se que as dosagens 
sejam avaliadas em outras concentrações de modo que as mesmas sejam ajustadas 
adequadamente para avaliação do processo. 
 
Palavras chave: Inflamação crônica, Casearia sylvestris, reparo tecidual 
  
ABSTRACT 
 
In this work a study was conducted to evaluate the chronic inflammatory process using 
Casearia sylvestris extract: a species of plant popularly known for its anti-inflammatory 
effect. The effectiveness of this plant was evaluated into a chronic inflammation process 
induced by a synthetic matrix implanted in mices. It has been analysed by the 
inflammatory component, the angiogenic component and the tissue repair phase. For 
this purpose, 61 male mices C57∕B1∕6, 8 weeks old were divided into 5 groups: (1)  
control (saline), (2) control (DMSO1%), (3) treated with 10ng of Casearia sylvestris 
essential oil, (4) treated with 100ng of this oil and (5) treated with 1000ng from the 
same oil. The animals underwent to a chronic inflammatory response induced by 
synthetic sponge and treated everyday with these dosages per 9 days. The results have 
shown that the inflammatory component, represented by the evaluation of 
myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-β-D-glicosaminidase (NAG) activity and  
number of mast cells had no significant difference between the three doses evaluated 
compared to the control group. Furthermore, the angiogenic component also showed no 
statistic difference in the levels of hemoglobin, not even on vessels quantification. 
About the tissue repair, there were no changes in soluble collagen content also not for 
also quantification of collagen type I and III deposition. According to the results, the 
chronic inflammation treated with Casearia sylvestris essential oil had no effect on 
inflammatory process. The experiments that analyzed the effect of Casearia sylvestris 
revealed that although the anti-inflammatory action of Casearia sylvestris be 
widespread and evidenced by popular medicine, the doses used in this work via local 
injection under the chronic inflammation model induced by synthetic implant, showed 
no significant changes of the components evaluated in any of the treatments compared 
with the saline control group, and therefore exhibited no anti-inflammatory effects in 
chronic inflammation. However, we believe that this research contributes in 
understanding the scientific activity of the crude extract of Casearia sylvestris and 
suggests that the plant extract to be investigated in other forms of administration. 
Furthermore, it is suggested that the measurements are evaluated in other 
concentrations, so that they are properly adjusted for process evaluation. 
 
Key words: Chronic inflammation, Casearia sylvestris, tissue repair 
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1 - Introdução 
 
A inflamação é uma resposta natural e essencial proporcionada pelo sistema 
imune para assegurar a sobrevivência do tecido mediante a uma injuria tecidual causado 
por micróbios, agentes físicos (radiação, trauma, queimaduras), químicos (toxinas, 
substâncias cáusticas), necrose tecidual e/ou reações imunológicas, promovendo a 
remoção do estímulo nocivo e a recuperação do tecido danificado 
(CHANDRASEKHARAN et al., 2015; AHMED, 2011, LIMA et al., 2007). Tal 
reparação tecidual é impulsionada por um mecanismo endógeno, complexo e 
equilibrado o qual é ativado por eventos ordenados e bem distintos consistindo em 4 
etapas, que ocorrem de forma sobrepostas e integradas: hemostasia, inflamação, 
proliferação (também conhecida como replicação e estágio de síntese) e remodelação 
(SHAH et al., 2012; WATSON, 2012; GUO & DIPIETRO, 2010). 
Os principais componentes da inflamação são a reação vascular e a resposta 
celular, ambas ativadas por mediadores químicos derivados de proteínas plasmáticas e 
de várias células. A ocorrência desses eventos é responsável pelas manifestações 
externas da inflamação, chamadas de sinais cardinais: calor, rubor, dor, inchaço e perda 
funcional do tecido (KUMAR et al., 2013). 
Para a maioria dos pacientes, a recuperação do tecido lesionado ocorre 
naturalmente, sem a necessidade de medicamentos, terapia ou outras intervenções 
(WATSON, 2012). Vale ressaltar que muitos fenômenos de reparo acontecem em nosso 
organismo sem que percebamos sua ocorrência (CONSOLARO, 2009). Entretanto, 
numa inflamação extensiva, prolongada ou não regulada onde o agente agressor não é 
removido, o processo inflamatório progride para uma inflamação crônica podendo ser 
altamente prejudicial ao organismo, pois os mecanismos desenvolvidos para destruir 
agentes invasores e tecido necrótico têm a capacidade de lesar o tecido normal. Quando 
a inflamação é direcionada inadequadamente para os próprios tecidos ou não é 
eficientemente controlada, ela se torna causa de lesão e de doença (LIMA et al., 2007). 
Muitas doenças envolvem inflamação crônica e representam a maior carga de 
morbimortalidade no Brasil (DUNCAN et al., 2012). Estas doenças podem ser a causa 
de dano tecidual como ocorre na esclerose múltipla, doença de Alzheimer, artrite 
reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico, doenças cardiovasculares, câncer, doença 
respiratória crônica e diabetes (DUNCAN et al., 2012; LIMA et al., 2007). Com isso, 
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uma intervenção terapêutica torna-se necessária, de modo que seja capaz de controlar a 
intensidade da inflamação reduzindo o risco de lesão tecidual, mas sem interferir em 
seus efeitos benéficos (GONÇALVES & PARIZOTTO, 1998). Desta forma 
compreende-se a busca pela possibilidade de facilitar ou promover a normalidade da 
reparação tecidual por intermédio da otimização dos eventos envolvidos na inflamação 
(WATSON, 2012). 
Estudos sobre a medicina popular vêm merecendo atenção cada vez maior 
devido ao contingente de informações e esclarecimentos que fornecem à Ciência. No 
cotidiano das práticas de saúde, a aplicação de princípios científicos desencadeou a 
descoberta de terapêuticas que melhoraram a qualidade de vida das pessoas (DE 
FRANÇA et al., 2007).  No ocidente, o consumo de plantas medicinais vem 
aumentando substancialmente, no qual, cerca de 40% da população utiliza regularmente 
plantas medicinais e preparações fitoterápicas sob o rótulo de serem produtos inócuos 
ou seguros. Porém, na maioria das vezes, não há comprovação científica de suas 
propriedades farmacológicas e toxicológicas (ARAÚJO et al., 2015). 
A Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), 
divulgada em 2009 pelo Ministério da Saúde, apresentou 71 plantas que podem 
subsidiar a elaboração de fitoterápicos para uso da população na assistência 
farmacêutica do SUS (Marques et al., 2013). Dentre essas espécies com potencial 
terapêutico, encontra-se a Casearia sylvestris, cujo valor medicinal dos seus extratos e 
compostos isolados é ressaltado pelo seu potencial farmacológico popularmente 
conhecido (FERREIRA et al., 2011). Na medicina popular, a decocção da folha da 
Casearia sylvestris é preparada tanto para uso oral, quanto para aplicação tópica 
(SASSIOTO et al., 2004) aplicadas ao tratamento de aftas, herpes simples, úlceras 
gástricas, picadas de insetos, tratamento tópico de feridas, queimaduras, erupções 
cutâneas, eczema e vitiligo. São também utilizadas como cicatrizantes, antisséptica, 
antimicrobiana, hemostática, depurativa do sangue e anti-inflamatória (MARQUES et 
al., 2013; LIPINSKI et al., 2012; FERREIRA et al., 2011; CAPOBIANGO et al., 2009; 
DA SILVA, 2004). 
Para melhor elucidação científica da atividade anti-inflamatória descrita na 
medicina popular sobre a Casearia sylvestris, o presente trabalho tem por objetivo 
avaliar ensaios, in vivo, dos efeitos do óleo essencial de Casearia sylvestris no processo 
inflamatório crônico, por meio de avaliações das alterações bioquímicas e morfológicas 
envolvidas neste processo.  
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2 - Reparo tecidual 
 
     O reparo tecidual refere-se à restauração da arquitetura e função tecidual após 
a lesão, onde ocorrerá a substituição do tecido danificado por um tecido vivo (ABBAS, 
et al., 2008). É um complexo processo biológico regulado essencialmente por várias 
células inflamatórias que se acumulam no interior do compartimento da lesão 
(CAMPOS et al., 2006). A sequência de eventos requer um alto grau de coordenação e 
regulação dos fatores de crescimento e mediadores inflamatórios.  
O reparo é composto por dois processos essenciais: regeneração e cicatrização. 
A diferença entre os dois é baseada no tecido resultante (ABBAS, et al., 2008). Na 
regeneração, o tecido é remodelado pela proliferação de células especializadas 
adjacentes (WATSON, 2012). Neste processo, os tecidos são capazes de restituir os 
componentes lesados e retornarem ao seu estado normal, ou seja, com as mesmas 
características funcionais e morfológicas do tecido original (ABBAS, et al., 2008). Em 
cicatrização, o tecido lesado é substituído por tecido de granulação, que amadurece para 
formar tecido cicatricial ou cicatriz (WATSON 2012), e este tecido cicatricial é incapaz 
de se reconstituir completamente (ABBAS, et al., 2008).   
Os processos envolvidos na reparação tecidual não são simples de serem 
descritos e não é possível distinguir o começo ou o fim de cada um deles (COUTO et 
al., 2015). A maneira mais simples e didática de descrever o processo de cicatrização é 
dividi-lo em grandes etapas que ocorrem de formas sobrepostas e integradas (COUTO 
et al., 2015; WATSON 2012). Fica claro que, para alguns pesquisadores, a descrição 
dos eventos de reparação é baseada em 3 etapas (inflamação, proliferação e reparação), 
diferentemente de Watson, (2012), que as aloca em 4 fases, sendo estas: hemostasia, 
inflamação, proliferação (também conhecida como replicação e estágio de síntese) e 
remodelação (SHAH et al.,2012; GUO & DIPIETRO, 2010). Embora seja um processo 
contínuo, suas fases sobrepõem-se durante todo o período (CAMPOS et al., 2006) 
(Figura 1). O resultado final da combinação desses eventos é a reparação do tecido 
danificado com a formação de uma cicatriz cuja qualidade estrutural, estética e 
funcional não é equivalente as do tecido original (WATSON, 2012). 
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Figura 1: Representação gráfica das fases do reparo. Extraído e adaptado de: De Mendonça, (2009). 
 
2.1 - Hemostasia 
 
      A primeira etapa do reparo tecidual é conhecida como hemostasia e ocorre 
imediatamente após a lesão (OLCZYK, 2014). Sua finalidade é formar um tampão 
hemostático e parar a hemorragia (AHMED, 2011). Ela é iniciada por plaquetas ativas 
que se submetem à adesão, agregação e ativação como uma consequência do seu 
contato com componentes da MEC (LOPES, 1999). Uma vez ativadas, as plaquetas 
liberam glicoproteínas adesivas (fibrinogênio, fibronectina, vitronectina, 
trombospondina (COUTO et al., 2015) e fator de von Willebrand) que, além de serem 
importantes constituintes da matriz extracelular provisória, reforçam ainda mais a 
agregação plaquetária (ISAAC et al., 2010). A superfície das plaquetas ativadas torna-
se, simultaneamente, o sítio de ativação da protrombina (proteína solúvel no plasma 
sanguíneo), que é convertida em trombina por ação catalítica da tromboplastina 
(OLCZYK et al., 2014). Então, em sua forma ativa, a trombina catalisa a reação em que 
o fibrinogênio sérico (proteína solúvel no plasma sanguíneo) é clivado, formando 
monômeros de fibrina, processo tal, conhecido como fibrinogênese. Os monômeros de 
fibrina se polimerizam pela ação do fator XIII
1
, para que, junto com plaquetas, forme 
um tampão hemostático, impedindo a perda de sangue (OLCZYK  et al., 2014; KOCH 
& ZERNECKE, 2014;  ISAAC et al., 2010). Enquanto o coágulo sanguíneo no interior 
                                                 
1
 Fator XIII: enzima transglutaminidase que liga, de forma cruzada, a fibrina à fibronectina e esta ao 
colágeno (KOCH & ZERNECKE, 2014). 
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do lúmen do vaso mantém-se em equilíbrio hemostático, o coágulo de sangue formado 
no local da ferida exerce importante papel (LOPES, 1999) na formação de uma matriz 
extracelular provisória rica em fibrina, que serve como “leito” para migração das células 
do infiltrado inflamatório que irão liberar os primeiros fatores de crescimento para dar 
início à reposta inflamatória. Essa matriz temporária servirá, também, como suporte 
para as demais etapas do processo de cicatrização (OLCZYK et al., 2014; LIECHTY, 
2013; ISAAC et al., 2010). As plaquetas, além de essenciais à formação desse tampão 
hemostático, também secretam múltiplos mediadores químicos, incluindo fatores de 
crescimento que atuam na ativação e regulação de cascatas de sinalização do processo 
de reparo (ISAAC et al., 2010). Pela indução da trombina, as plaquetas sofrem 
desgranulação e liberam fatores de crescimento tais como: TGF-β 2 e VEGF 3 (COUTO 
et al., 2015). 
 
2.2 - Inflamação 
 
 Um dos eventos essenciais para o reparo do tecido injuriado é chamado de 
inflamação (FOLKMAN & SHING, 2015). Os primeiros registros sobre a inflamação 
foram feitos (em papel) por Cornelius Celcius no período de 30 anos a.C., descrevendo-
a como uma doença caracterizada por quatro sinais cardinais: “rubor, tumor, calor e 
dor”. Posteriormente, atribuiu-se, por um escritor e médico grego, o acréscimo de um 
quinto sinal cardinal: a perda da função da área inflamada (CONSOLARO, 2009) 
(Figura 2). 
 
 
 
Figura 2. Esquema representativo dos sinais cardinais característicos da inflamação. Fonte: 
http://consultadeenfermagem.com/revisoes-academicas/outras-disciplinas/caracteristicas-gerais-da-inflamacao/ 
                                                 
2
 TGF-β: fator de crescimento transformante-β, principal citocina profibrogênica e anti-inflamatória. 
(KUMAR et al, 2013) 
3
 VEGF: fator de crescimento endotelial vascular, ativador da angiogênese. (ISAAC et al.,2010; KOH et 
al., 2013) 
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 A inflamação foi conceituada como doença até 1774, quando um cirurgião 
escocês (Jonh Hunter) desmitificou tal afirmação (CONSOLARO, 2009). Passando, 
portanto, a ser compreendida nos tempos atuais como uma resposta natural elaborada 
pelo organismo após sofrer um dano causado por microrganismos agentes físicos 
(radiação, trauma, queimaduras), químicos (toxinas, substâncias cáusticas), necrose 
tecidual e/ou reações imunológicas (AHMED, 2011; LIMA et al., 2007). Essa resposta 
de defesa é geralmente benéfica ao organismo, agindo em proteção do corpo contra 
quaisquer agentes nocivos que possam interromper as atividades normais do tecido 
(AHMED, 2011), além de promover a sobrevivência tecidual, reparo e conservação da 
energia do corpo (LIMA et al., 2007). Entretanto, Lima, et al., (2007) afirmam que uma 
inflamação extensiva, prolongada ou não regulada pode ser altamente prejudicial ao 
organismo.  
A reposta inflamatória é composta por eventos vasculares, celulares e eventos 
que envolvem componentes da matriz extracelular (CONSOLARO, 2009). As reações 
vasculares e celulares típicas da inflamação são desencadeadas por substâncias químicas 
produzidas por vários tipos celulares ou derivadas de proteínas plasmáticas, sendo 
geradas ou ativadas em resposta ao estímulo inflamatório (AMORIM, 2014). Alterações 
nesses componentes da inflamação são responsáveis pela geração dos sinais cardinais. 
Segundo Crunivel et al. (2010), vários tipos celulares e moleculares participam ativa e 
fundamentalmente nesse processo: leucócitos e proteínas plasmáticas, células 
endoteliais, células e componentes da matriz extracelular (MEC). A figura 3 mostra os 
principais componentes que participam da inflamação. 
 
 
Figura 3: Componentes da resposta inflamatória e suas principais funções. Extraído de: Amorim, 2014, p.47. 
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2.2.1 - Resposta vascular do processo inflamatório 
 
       Em condições normais do organismo, moléculas e células de defesa circulam 
livremente pela corrente sanguínea (CRUVINEL et al., 2010). Quando o organismo é 
surpreendido por uma lesão, imediatamente esses agentes de defesa são acionados e 
direcionados para o exato local do tecido lesionado ou infeccionado, dando início ao 
processo inflamatório (DE MENDONÇA et al., 2009).  
A primeira alteração vascular do processo inflamatório consiste no aumento do 
calibre do vaso sanguíneo, ou seja, uma vasodilatação que gera um aumento do fluxo 
sanguíneo e liberação do líquido plasmático ultrafiltrado contendo pouca proteína 
(transudato) (Figura 4). Como consequência dessa vasodilatação, há a sensação de calor 
e vermelhidão no local. Outra característica da inflamação é observada pelo aumento da 
permeabilidade desses vasos, possibilitando o extravasamento do plasma sanguíneo, 
rico em proteínas (albumina e fibrinogênio) e células, para fora dos vasos (exsudato) 
(OLCZYK et al., 2014; CRUVINEL et al., 2010) (Figura 5). 
 
 
 
Figura 4: Principais manifestações vasculares no local da inflamação. Aumento do fluxo sanguíneo e saída do 
transudato. Extraído e adaptado de: Robbins & Cotran, (2007), p55. 
 
 
 
Figura 5: Principais manifestações vasculares e celulares no local da inflamação. Saída do exsudato. Extraído e 
adaptado de Robbins & Cotran, (2007), p55. 
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2.2.2 - Resposta celular do processo inflamatório 
 
A resposta inflamatória inclui a participação de diferentes tipos celulares, tais 
como neutrófilos e macrófagos que atuam como células fagocitárias removendo o tecido 
morto e mantendo a assepsia do local da ferida, além de liberarem citocinas e fatores de 
crescimento que desempenham importante papel na etapa seguinte do processo de 
cicatrização (OLCZYK et al., 2014).  
Devido ao extravasamento do exsudato (descrito anteriormente), a viscosidade 
dentro dos vasos e a concentração de hemácias são aumentadas, tornando seu fluxo 
lento. Com isso, é gerado um quadro de estase intravascular (ROBBINS, 2007), dando 
início às alterações nos componentes celulares da inflamação: os leucócitos se 
aproximam da parede endotelial (CRUVINEL et al., 2010) e passam por um processo 
de rolamento sobre as células e ao longo dessa parede, o que faz com que diminua sua 
velocidade até parar por completo. Em seguida, estas células tornam-se ativas e aderem-
se ao endotélio. Uma vez aderidos, os leucócitos sofrem diapedese e migram até o local 
danificado em resposta à quimiotaxia (ISAAC et al., 2010; CRUVINEL et al., 2010) 
(Figura 6). Além disso, com o evento da exsudação as pressões osmótica e hidrostática 
locais são alteradas, levando à formação do edema no local (CONSOLARO, 2009).  
 
 
 
Figura 6: Mecanismos de migração dos leucócitos para o sítio inflamatório. Diapedese. Os macrófagos 
estimulados pelos indutores da resposta inflamatória produzem citocinas, como TNF-α que induzem as células 
endoteliais das vênulas a expressarem selectinas, ligantes para integrinas e quimiocinas. As selectinas medeiam a 
adesão fraca dos neutrófilos, as integrinas promovem a adesão forte e as quimiocinas ativam e estimulam a 
migração dos leucócitos para o foco inflamatório. Extraído e adaptado  de: Lowell et al., (2012). 
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Os neutrófilos são as primeiras células a migrarem para o tecido injuriado 
(LIBBY, 2007), atraídos pelo fator quimiotático CXCL1/KC que auxilia no 
recrutamento dos mesmos para o local da ferida (DE MENDONÇA et al., 2009; 
LOPES, 2009). 
Os neutrófilos têm por principal função, remover o agente agressor. Possuem 
receptores de membrana específicos que reconhecem microrganismos e células mortas, 
tornando-os alvo para fagocitose. A defesa contra bactérias realizada por esse tipo 
celular acontece por meio de potentes enzimas lisossômicas conhecidas como MPO 
(mieloperoxidase), destruidoras de microrganismos, e pela produção de radicais livres 
como o peróxido de hidrogênio (H2O2). Durante o processo, há a formação de 
superóxido (uma espécie reativa do oxigênio). O superóxido gera o peróxido de 
hidrogênio que é convertido em ácido hipocloroso (HClO) pela enzima 
mieloperoxidase. O HClO gerado é que apresenta propriedades capazes de destruir a 
bactéria fagocitada (ROMAN et al., 2008).  A completa degradação das partículas 
fagocitadas ocorre em vesículas resultantes da união do lisossomo com o fagócito, onde 
ocorre a digestão por ação de metaloproteinases, como elastases, colagenases e 
catepsina G. (OLCZYK et al., 2014; ROBBINS, 2008). 
A mieloperoxidase é encontrada predominantemente em neutrófilos, 
representando mais de 5% do conteúdo proteico total da célula. É uma proteína 
catiônica, com peso molecular de 144 kD que consiste em dois dímeros idênticos 
ligados por uma ponte de bissulfeto, sendo cada dímero composto de uma subunidade 
de cadeia leve e uma pesada, com grupos heme funcionalmente idênticos (ROMAN et 
al., 2008). A enzima MPO é o principal constituinte dos grânulos azurófilos dos 
neutrófilos, prontamente liberado após ativação por diferentes agonistas, contribuindo 
para a defesa imune inata do organismo. Sua síntese ocorre durante a diferenciação 
mieloide na medula óssea e está completa dentro dos granulócitos, previamente à sua 
entrada na circulação (PULLI et al., (2013); ROMAN et al., (2008). 
O processo inflamatório é intensificado pela liberação do fator de necrose 
tumoral (TNF-α) por estas células (OLCZYK et al., 2014). Num intervalo entre 24-48h, 
os neutrófilos entram em apoptose e, na medida em que essas células morrem, os 
monócitos se infiltram no local do tecido injuriado em resposta a estímulos 
quimiotáticos gerados pela quimiocina CCL2/MCP1. E ainda, sob o estímulo de 
substâncias como o IFN-γ (interferon-γ), os monócitos se diferenciam em macrófagos, 
de modo a aumentar sua estrutura (seu tamanho celular, o aparelho de Golgi, o número 
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de lisossomos, microtúbulos e microfilamentos) e capacidade metabólica (síntese 
proteica). É dessa forma que os macrófagos realizem sua função fagocítica (OLCZYK 
et al., 2014; LIMA, 2007). Sua principal função é remover os corpos apoptóticos e 
tecidos mortos do local injuriado. Além disso, os macrófagos são as principais células a 
liberarem citocinas próinflamatórias (TNF-α) e citocinas que ativam vias como a 
angiogênese e vias de deposição de matriz (VEGF e TGF-β) (KOH et al., 2013; ISAAC 
et al.,2010).  
Os macrófagos variam funcional e fenotipicamente ao longo do processo 
inflamatório desempenhando duplo papel no processo de cura: por um lado, eles 
assumem um papel pró-inflamatório, observado no início da resposta inflamatória, 
caracterizado pela liberação de mediadores pró-inflamatórios como o TNF-α, remoção 
de detritos (matriz e corpos apoptóticos), por meio da secreção de metaloproteinases 
(por exemplo, colagenase e elastase), além de liberarem altos níveis de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) que facilitam a imunidade inata na eliminação de microrganismos; 
por outro lado, no entanto, são a principal fonte de mediadores químicos anti-
inflamatórias como o TGF-β e fatores de crescimento que estimulam a proliferação de 
fibroblastos e biossíntese de matriz (OLCZYK et al., 2014, KOH et al., 2013). Desta 
forma, macrófagos de caráter pró-inflamatório assumem o fenótipo de macrófagos M1. 
Já os macrófagos M2 são aqueles que exibem propriedades anti-inflamatórias 
participando da reparação do tecido (GENSEL, 2015; KOH et al., 2013).  
Assim como os neutrófilos, os macrófagos removem microrganismos 
patogênicos do leito da ferida. Além disso, estas células desempenham um papel crítico 
para o início da reparação tecidual: o debridamento do tecido por meio da fagocitose 
dos neutrófilos apoptóticos e tecido morto, limpando a área de tecido injuriado (LOPES, 
1999). Já a ação antimicrobiana dos macrófagos difere da dos neutrófilos pela síntese 
aumentada de NO que, ao reagir com peróxidos, resulta em um alto potencial destrutivo 
(ISAAC et al., 2010). O óxido nítrico (NO) é um radical pequeno, formado a partir do 
aminoácido L-arginina por três isoformas distintas de óxido nítrico. A isoforma 
indutível (NOSi/NO-sintase induzida) é sintetizada por células inflamatórias, 
especialmente macrófagos. No entanto, muitas células participam na síntese de NO 
durante a fase proliferativa, após a lesão. O NO liberado por intermédio do NOSi regula 
a formação de colágeno, proliferação celular e contração da ferida de maneiras distintas 
em modelos animais de cicatrização de feridas (WITTE & BARBUL, 2002). Vale 
ressaltar que, nessa fase do processo de cicatrização, o NO também age na 
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vasodilatação e no aumento da permeabilidade vascular, e é majoritariamente produzido 
por enzimas intracelulares, presentes em todos os tecidos (NOSi/NO-sintase induzida). 
A síntese dessas enzimas é estimulada, principalmente, por IL-1, TNF-α e IFN-γ, e 
inibida por TGF-β (ISAAC et al., 2010). Os resultados da pesquisa realizada por 
Tomiosso et al., (2008) também confirmaram que o NO tem relevante importância na 
modulação da cicatrização de uma lesão ocorrida no tendão;  a redução na biossíntese 
deste composto leva ao retardamento e prejuízo na reestruturação da MEC. 
Os mastócitos constituem outro tipo celular conhecido por estar envolvido numa 
variedade de processos de defesa do organismo, seja esse processo normal ou 
patogênico, incluindo a inflamação crônica (HART, 2015). São células residentes, 
amplamente distribuídos por todo tecidos conjuntivos. Estas células são particularmente 
numerosas abaixo da camada subcutânea ao lado de vasos sanguíneos e nervos. Eles 
têm o potencial de secretar um amplo espectro de mediadores biologicamente ativos, 
citocinas e quimiocinas que podem e exercer diversos efeitos sobre as células 
circundantes e tecidos (AGIER et al., 2015). Embora o foco do papel dos mastócitos 
têm sido em reações agudas, é claro que essas células também desempenham papéis 
importantes em diversas condições crônicas (HART, 2015). Portanto, os mastócitos são 
importantes células na manutenção da homeostase através de seu envolvimento na 
angiogênese, remodelação/reparo tecidual e regulação da permeabilidade vascular, 
atuando na modulação da inflamação (pela ação de seus mediadores químicos) com 
efeitos pró e anti-inflamatórios (AGIER et al., 2015).   
         No final da inflamação, os linfócitos também se infiltram no ambiente da ferida, 
influenciando a proliferação de fibroblastos e a biossíntese de colágeno (ISAAC et al., 
2010). 
 
2.2.3 - Participação dos mediadores químicos  
 
Os mediadores químicos são polipeptídeos secretados na região lesionada que 
interagem com a MEC. Tais moléculas não só controlam o processo inflamatório, mas 
também, participam do recrutamento e ativação neutrófilos, monócitos/macrófagos, 
células endoteliais e fibroblastos criando condições para iniciar as fases do processo de 
cura. (OLCZYK, 2014; LIECHTY, 2013; KOH et al., 2013; ISAAC et al., 2010). 
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De acordo com Wilgu (2012), uma variedade de mediadores está envolvida nas 
diferentes etapas do reparo (hemostasia, inflamação, proliferação e remodelamento) de 
um tecido injuriado, provocando efeitos diversos em várias células alvo (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Participação dos mediadores nas diferentes etapas do processo de 
Cicatrização 
 
Mediador Função Referências 
 
TGF-β 
- Agente anti-inflamatório e fator pró- 
fibrogênico.  
- Controle do processo inflamatório  
- Recrutamento e ativação de fibroblastos 
(KUMAR et al., 2013) 
 
VEGF 
- Ativação de células endoteliais para o 
início do processo de angiogênese. 
- Controle do processo inflamatório  
- Recrutamento e ativação de fibroblastos 
(KOH et al., 2013; ISAAC 
et al.,2010) 
 
TNF-α 
- Agente pró-inflamatório 
- Controle do processo inflamatório  
- Recrutamento e ativação de fibroblastos 
(GUSMAN et al.,2015; 
OLCZYK, 2014) 
 
CxCL1/KC 
- Recrutamento de neutrófilos (DE MENDONÇA et al., 
2009) 
 
CCL2/MCP1 
- Recrutamento de monócitos/ macrófagos (GUSMAN et al.,2015; 
DE MENDONÇA et al., 
2009) 
      
 No contexto da inflamação e reparo, o TGF-β atua como um agente anti-
inflamatório, além de ser um fator pró-fibrogênico potente que estimula a produção de 
componentes da MEC como fibronectina, colágeno proteoglicanos (WILGUS, 2012). O 
TGF-β, é secretado pelas plaquetas por degranulação, e, neste primeiro momento, tem 
como função atrair neutrófilos e monócitos e, assim, iniciar a resposta inflamatória.  
O fator de necrose tumoral (TNF-α) é uma citocina pró-inflamatória, secretada 
pelos macrófagos, que medeia a inflamação e desempenha importante papel em várias 
doenças inflamatórias crônicas incluindo psoríase, doença inflamatória do intestino e 
diabetes (GUSMAN et al., 2015; KOH et al., 2013). 
 O VEGF é uma citocina liberada por macrófagos que ativa e modula a 
angiogênese (OLCZYK et al., 2014; KOH et al., 2013).  
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A ativação da cascata de coagulação, juntamente com a liberação dos fatores de 
crescimento e ativação de células parenquimatosas pela lesão, produz numerosos 
mediadores vasoativos e fatores quimiotáticos tais como CxCL1/KC e CCL2/MCP1 que 
auxiliam o recrutamento de neutrófilos e macrófagos, respectivamente, para o local da 
ferida (GUSMAN et al., 2015; DE MENDONÇA et al., 2009; LOPES, 2009). 
Embora a inflamação seja uma etapa primordial para o reparo tecidual, os 
componentes da reação inflamatória que destroem e eliminam microrganismos e tecidos 
mortos também podem causar danos ao tecido normal quando essa inflamação é 
extensiva, prolongada ou não regulada (AHMED, 2011; LIMA, 2007), podendo 
contribuir para a patofisiologia de muitas doenças crônicas (LIBBY, 2007). 
 
2.3 - Proliferação  
 
A fase proliferativa envolve essencialmente a geração do material de reparo. 
Neste estágio é ressaltada a importância dos fibroblastos, por produzirem o colágeno 
que corresponde ao principal componente da matriz extracelular, responsável pela força 
e integridade do tecido, o qual sustenta uma recente e frágil rede de capilares que 
mantém a base da formação do tecido de granulação (rede de neovasos e colágeno 
recém-sintetizado), de aparência vermelha e heterogênea, havendo crescimento de 
capilares ao redor da lesão (GONÇALVES & PARIZOTTO, 1998). 
 
2.3.1 – Angiogênese 
 
A angiogênese é uma etapa do processo de reparo, na qual novos vasos 
sanguíneos são formados a partir de vasos preexistentes (GRIFFOEN & MOLENA, 
2000). Consiste numa sequência de eventos de grande importância em processos 
fisiológicos e patológicos, O crescimento normal do tecido (como no desenvolvimento 
embrionário), cicatrização de feridas e ciclo menstrual, por exemplo, são caracterizados 
pela dependência da formação de novos vasos para fornecer o suprimento de oxigênio e 
nutrientes (GRIFFIOEN & MOLENA, 2000. Segundo os autores, existe uma correlação 
entre a angiogênese e doenças, tais como câncer, doenças cardiovasculares, inflamação 
crônica, diabetes, psoríases, endometriose, etc. A patologia, na maioria das vezes, 
associa-se com a formação exacerbada de novos vasos e, efeitos benéficos podem ser 
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conseguidos com terapêuticos de ação inibitória da angiogênese (GRIFFIOEN & 
MOLENA, 2000). A importância da angiogênese se deve à sua participação na 
formação do tecido de granulação provisório e no suprimento de nutrientes e oxigênio 
para o tecido em crescimento (DE MENDONÇA et al., 2009; GRIFFOEN & 
MOLENA, 2000; FOLKMAN & SHING, 1992). Além disso, sua importância se deve 
ao fato de células inflamatórias requererem a interação e transmigração (diapedese) por 
meio de vasos sanguíneos para entrarem no local da lesão (LI et al., 2003).  
De forma diferencial à angiogênese, têm-se, também, os eventos da 
vasculogênese e a arteriogênese. A vasculogênese refere-se à formação de novos vasos 
sanguíneos in situ, em local onde não há vasos, através de estímulo de proliferação dos 
angioblastos (células precursoras do endotélio), originários do mesoderma esplâncnico 
(YOSHIDA, 2005). Nesse estágio inicial de desenvolvimento vascular, as células 
precursoras do endotélio vascular sofrem diferenciação, expansão e coalescência para 
formar a rede de túbulos primitivos do organismo (DE MENDONÇA et al., 2009). Já a 
arteriogênese é um processo mais conhecido dos cirurgiões vasculares, que consiste em 
desenvolvimento de circulação colateral, tendo como precursoras as anastomoses 
vasculares pré-existentes, que se desenvolveriam mediante estímulos de força de 
cisalhamento, citocinas, moléculas de adesão, entre outras (YOSHIDA, 2005). 
Entretanto, o presente trabalho envolve o conceito da angiogênese no contexto 
inflamatório.  
Nas duas últimas décadas, avanços na biologia celular e molecular têm reforçado 
a nossa compreensão sobre os processos biológicos envolvidos na angiogênese de 
reparação tecidual (LI et al., 2003). Muitas doenças são acionadas por uma angiogênese 
persistente e não regulada, por exemplo: na inflamação crônica como a artrite 
reumatóide, onde novos vasos capilares invadem a cartilagem articular; na diabetes, 
cujos novos capilares na retina invadem o vítreo, causando hemorragia e cegueira; em 
tumor e metástases, a angiogênese é estimulada continuamente para o crescimento do 
próprio tumor (FOLKMAN & SHING, 1992). 
A angiogênese ocorre na matriz extracelular do leito da ferida com a migração e 
estimulação mitogênica das células endoteliais e é regulada por um equilíbrio entre 
fatores pró e anti-angiogênicos e ocorre tanto em processos fisiológicos como 
patológicos (JACKSON et al., 1997). A indução da angiogênese foi, inicialmente, 
atribuída ao FGF ácido ou básico. Subsequentemente, muitas outras moléculas foram 
identificadas como angiogênicas, incluindo o VEGF, TGF-β, angiogenina, angiotropina 
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e angiopoetina-1. Baixa tensão de oxigênio e elevados níveis de ácido lático e aminas 
bioativas também podem estimular a angiogênese (DE MENDOÇA et al., 2009). Para 
que ocorra a migração das células endoteliais e o desenvolvimento de novos capilares 
de estrutura tubular, há dependência não só das células e citocinas presentes, mas, 
também, de uma produção e organização dos componentes da matriz extracelular, 
incluindo fibronectina, colágeno, vibronectina, tenascina e laminina, tanto no tecido de 
granulação quanto na membrana endotelial basal. A matriz extracelular é importante 
para o crescimento e manutenção normal dos vasos, pois, além de agir como 
"plataforma" que dá suporte à migração celular, age também, como reservatório e 
modulador da liberação de fatores de crescimento (DE MENDONÇA et al., 2009). 
Normalmente, no adulto, vasos sanguíneos quiescentes são continuamente 
encobertos na superfície basal constituída, principalmente, de lamininas, colágeno tipo 
IV, nidógenos e proteoglicanos (SENGER& DAVIS, 2014) (Figura 7). 
 
   
 
Figura 7: Esquema da formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes. Extraído e adaptado 
de: Senger & Davis, (2014). 
 
A proliferação das células endoteliais adjacentes e dentro da ferida leva à 
deposição, de forma transitória, de grandes quantidades de fibronectina na parede do 
vaso. Assim, no processo de angiogênese, é necessário que as células endoteliais 
expressem receptores para fibronectina, organizando-as como um canal, de modo a 
permitir o movimento das células endoteliais. A expressão e atividade de proteases que 
degradam a membrana basal e a MEC também são necessárias à angiogênese, 
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principalmente na fase de remodelagem (DE MENDONÇA et al., 2009). A liberação de 
metaloproteinases (MMPs) no local inflamado tem a finalidade de degradar a membrana 
basal que envolve os vasos. As MMPs são endopeptidases secretadas por diversos tipos 
celulares (células inflamatórias, células endoteliais, fobroblastos), em forma de 
zimogênio que se tornam ativas no compartimento da matriz extracelular, e 
subsequentemente degradam seletivamente componentes da MEC (MENDONÇA et al., 
2009; GRIFFOEN & MOLENA, 2000). Este processo permite a migração das células 
endoteliais e a expansão do tubo em desenvolvimento (DENIPOTI et al., 2006). A 
degradação da membrana basal pelas MMPs favorece o brotamento desses vasos 
quiescentes. A partir de então, tornam-se altissimamente permeáveis a proteínas do 
plasma sanguíneo. Esse aumento da permeabilidade promove o extravasamento de 
proteínas da matriz extracelular (fibrinogênio, vitronectina e fibronectina) provenientes 
do sangue. Por isso, acredita-se que as fases iniciais de germinação de novos vasos 
procedem em um ambiente rico em colágeno preexistente em combinação com fibrina, 
vitronectina e fibronectina provenientes do plasma sanguíneo. O fibrinogêneo é 
subsequentemente convertido em fibrina (por meio da ação da enzima trombima), e 
juntamente com a vitronectina e a fibronectina, formam uma matriz provisória, 
essencial para a formação dos novos vasos. Logo as células endoteliais quiescentes 
migram para o estroma perivascular, ocorre a ativação e iniciam o brotamento e a 
proliferação das células endoteliais dentro da MEC provisória; o lúmen é formado 
dentro dos brotos, criando assim tubos vasculares. Em seguida, os tubos vasculares 
neoformados são novamente envoltos em membrana basal vascular com pericitos 
associados e, assim, alcançam a estabilidade (SENGER E DAVIS, 2014; DA SILVA et 
al., 2007; GRANT E KLEINMAN, 1997) (Figura 8). 
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Figura 8: Representação esquemática da angiogênese. Extraído de: DA SILVA et al., (2007).  
 
A interação que ocorre entre células endoteliais e MEC é fundamental para a 
angiogênese. Essas células precisam se proliferar e sobreviver. Sendo assim, a adesão 
das células endoteliais à MEC, por intermédio das integrinas, se faz necessária para a 
ativação das vias de sinalização (Erk1/Erk2) que promoverão a proliferação e 
sobrevivência de CE e angiogênese. Sem a adesão, ocorre a indução de apoptose dessas 
células e, portanto, a angiogênese não acontece (SENGER & DAVIS, 2014). 
A formação de novos vasos capilares a partir de células endoteliais é essencial 
ao desenvolvimento de órgãos, cicatrização de ferimentos e nos processos inflamatórios 
(DA SILVA et al., 2007). Segundo JACKSON et al., (1997), existe crescente evidência 
de que há uma codependência entre a angiogênese e a inflamação crônica. Para os 
autores, esta interligação relaciona-se com o aumento da migração e da proliferação de 
células inflamatórias, bem como com a ação regulatória de mediadores químicos. 
Contudo, os aludidos autores afirmam que tal interação pode ser extremamente 
prejudicial ao tecido sadio, uma vez que novos vasos sanguíneos podem fomentar a 
resposta inflamatória crônica, através do transporte de células inflamatórias para o local, 
fornecendo nutrientes e oxigênio para o tecido inflamado se proliferar. Por outro lado, o 
processo inflamatório pode promover a angiogênese por intermédio dos mediadores 
químicos liberados por células inflamatórias. Com o aumento da área de superfície 
endotelial, aumenta-se também as possibilidades de produção de mediadores químicos 
(em sua maioria, produzidos por monócitos/macrófagos provenientes da corrente 
sanguínea) que ativam a formação de novos vasos. Ainda mais, para os autores citados 
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anteriormente, o VEGF parece ser o principal fator de crescimento modulador da 
angiogênese, promovendo a proliferação de células endoteliais e migração.  
No que se refere à ação anti-inflamatória sob o tecido, a mensuração do volume 
vascular está relacionada com a massa do tecido. Sendo assim, um efeito anti-
inflamatório deve corresponder à diminuição do volume vascular e consequentemente à 
diminuição da massa tecidual (JACKSON et al., 1997). 
 
2.4 - Remodelamento  
 
A fase de remodelação é caracterizada pela remodelagem do colágeno 
depositado pelos fibroblastos na fase de proliferação para formar o tecido cicatricial 
(GONÇALVES & PARIZOTTO, 1998).  
 
 
3 - Inflamação crônica  
 
O processo inflamatório é subdividido em fase aguda e fase crônica da 
inflamação. Na maioria dos casos, as fases agudas e crônicas das inflamações seguem 
uma sequência cronológica, sendo sempre caracterizadas pela saída de leucócitos dos 
vasos sanguíneos para os tecidos. A inflamação aguda é uma resposta rápida do 
hospedeiro com o objetivo de liberar para a área de infecção ou de lesão tecidual os 
leucócitos e as proteínas plasmáticas que atuarão no processo de defesa. Seu início é 
rápido (poucos minutos) e sua duração é curta (algumas horas a poucos dias). As 
principais características da fase aguda da inflamação são: vasodilatação e edema 
acentuados, associados a emigração de leucócitos, predominantemente neutrófilos. 
Como se sabe, inúmeras variáveis podem modificar os eventos básicos que acontecem 
na inflamação, incluindo a natureza e a intensidade da agressão, o local afetado e a 
responsividade do hospedeiro. Contudo, todas as reações inflamatórias agudas seguirão 
um dos três seguintes caminhos (AMORIM, 2014; CONSOLARO, 2009), 
representados pela figura 9:  
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- Regeneração, quando o tecido antes inflamado sofre regeneração completa. 
Esse tipo de evolução ocorre quando a destruição tecidual é relativamente pequena e 
quando as células parenquimatosas podem proliferar.  
- Cicatrização, em que há formação de tecido conjuntivo fibroso no local da área 
lesada. A cicatrização ocorre após destruição de grande quantidade de tecido ou quando 
a agressão envolve tecidos incapazes de regenerar.  
- Progressão para inflamação crônica, o que ocorre quando a resposta 
inflamatória aguda não é suficiente para eliminar o agente agressor, seja pela 
persistência da agressão ou pelo alto grau de patogenicidade (AMORIM, 2014). 
 
 
 
Figura 9: Resultado da inflamação: cura por cicatrização ou cicatrização com formação de matriz fibrótica. 
 
A inflamação crônica é o padrão de reação inflamatória que apresenta duração 
prolongada (semanas ou mais), no qual a inflamação, a lesão tecidual e as tentativas de 
reparo coexistem (AMORIM, 2014). Diferente da inflamação aguda (caracterizada por 
alterações vasculares, predominância de neutrófilos no infiltrado), a inflamação crônica 
apresenta infiltrado celular predominado por macrófagos que chegam mais tardiamente 
para limpar a área preparando-a para a reparação ou para contrapor-se ao agente 
agressor persistente. Junto com os macrófagos, os linfócitos e plasmócitos geralmente 
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fazem parte do típico infiltrado da inflamação crônica que, de forma generalizada é 
referido como infiltrado mononuclear (CRUVINEL et al., 2010; CONSOLARO, 2009). 
A inflamação crônica pode seguir a reação aguda, ou pode começar 
discretamente, como uma resposta de baixo grau de intensidade. Esse último tipo de 
inflamação crônica é responsável pela lesão tecidual encontrada em muitas doenças tais 
como artrite reumatóide, aterosclerose e tuberculose. Na maioria dos casos na fase 
aguda, com a eliminação do agente agressor, promove-se a cura do processo com o 
reparo do tecido injuriado, ou seja, o organismo é capaz de remover e substituir as 
células lesadas resultando na normalidade histológica e funcional do tecido 
(CONSOLARO, 2009). No entanto, se a resolução da inflamação falhar, ou seja, se o 
agente nocivo não for removido e a normalidade do tecido não for alcançada, a 
inflamação aguda é, então, sucedida pela inflamação crônica (HART, 2015; AHMED, 
2011). A resistência e a persistência do agente agressor induzem modificações de 
intensidade e características da inflamação estabelecendo-se a cronificação do processo. 
Diversos estímulos persistentes podem induzir a cronificação do processo inflamatório, 
tais como micobactérias, alguns vírus, fungos e parasitas; doenças inflamatórias 
imunomediadas, tais como doenças auto-imunes e alérgicas; exposição prolongada a 
agentes potencialmente tóxicos, como partículas de sílica que levam à silicose ou 
componentes lipídicos endógenos tóxicos responsáveis pela aterosclerose (AMORIM, 
2014; CRUVINEL et al., 2010).  
Algumas distinções da inflamação aguda e crônica podem ser visualizadas na 
tabela2. 
 
Tabela 1: Características da inflamação aguda e crônica. Extraído e adaptado de 
Cruvinel et al. (2010). 
 
  
Inflamação aguda 
 
 
Inflamação crônica 
Agente causal Patógenos orgânicos, radiação 
ionizante, agentes químicos, 
trauma mecânico 
 
Persistência do estímulo 
inflamatório inicial, 
autoimunidade 
Células envolvidas Neutrófilos, monócitos, 
macrófagos, mastócitos 
 
Macrófagos, linfócitos, 
fibroblastos 
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Mediadores primários Aminas vasoativas, 
eicosanóides, quimiocina, 
espécies reativas de oxigênio 
 
IFNϒ, citocinas, fatores de 
crescimento, enzimas 
hidrolíticas 
Início Imediato 
 
Tardio 
Duração Poucos dias 
 
Meses ou anos 
Evolução Cicatrização com restituição ad 
integrum 
 
Destruição tecidual e fibrose 
 
 
Inflamações crônicas têm sido assunto para extensos estudos ao longo de 
décadas, não só pelo crescimento das condições patológicas associadas a uma sociedade 
moderna (conquista de muitas doenças transmissíveis e mudança de estilos de vida), 
mas, também, pelos mecanismos subjacentes, que permanecem, em grande parte, não 
resolvidos. Muitas vezes o estudo da inflamação crônica é superestimado pelo seu 
envolvimento com várias doenças (aterosclerose, obesidade, diabetes tipo 2, asma, 
doenças inflamatórias intestinais, doenças neurodegenerativas, artrite reumatóide e 
câncer) (AHMED, 2011). No entanto, ressalta-se que a inflamação crônica não é apenas 
um causador sintomático inicial dessas doenças, como, também, o grande 
impulsionador da patogênese (AHMED, 2011; O‟BYRNE & DALGLEISH, 2001). Em 
condições inflamatórias crônicas, os principais danos causados ao organismo são 
mediados pela própria resposta inflamatória, e não por agentes nocivos, como os 
patogênicos (AHMED, 2011). Sendo assim, tem se tornado de grande relevância linhas 
de pesquisa que envolvem o estudo de substâncias que podem agir nos componentes da 
resposta inflamatória, na tentativa de modular a inflamatória crônica. Dentre essas 
substâncias tem-se o extrato de Casearia sylvestris. 
 
4 - Casearia sylvestris  
 
Nos dias atuais, a Fitoterapia, que se encontra muito presente na medicina 
popular, busca impetuosamente por novas substâncias com propriedades terapêuticas, e 
constitui-se como a base dos estudos da Etnofarmacologia, uma ciência voltada para 
sistemas tradicionais de tratamento. Tais tratamentos surgem das relações entre povos e 
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plantas e fundamentam a procura por princípios ativos empregados em vários estudos 
químicos, farmacológicos e toxicológicos, embora, muitas vezes, esses princípios de 
senso comum sejam usados pelo homem sem embasamento científico (ARAÚJO et al., 
2015).  
O Brasil é o país de maior biodiversidade do planeta, somada a uma rica 
diversidade étnica e cultural, detendo valioso conhecimento tradicional associado ao uso 
de plantas medicinais (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2006; MARQUES et al., 2013). E 
essa realidade tem fomentado, progressivamente, a busca pelo conhecimento de 
fitoterápicos, encarados pela medicina como uma forma adicional para tratar e prevenir 
doenças, especialmente as crônicas, tais como disfunções cardiovasculares e 
neurodegenerativas (MARQUES et al., 2013), infecciosas, metabólicas, 
imunossupressão e câncer  (ARAÚJO et al., 2015). 
Grande parte dos medicamentos encontrados no mercado é derivada, direta ou 
indiretamente, de vegetais, microrganismos, organismos marinhos, vertebrados e 
invertebrados terrestres (FELIPE, 2014), comumente representados em forma de chás, 
pós, extratos, infusões e outros tipos de formulações (MARQUES et al., 2013). 
De acordo com Marques et al.,  (2013), a Relação Nacional de Plantas 
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), divulgada em 2009 pelo Ministério da 
Saúde, apresentou 71 plantas que podem subsidiar a elaboração de fitoterápicos para 
uso da população na assistência farmacêutica do SUS. Dentre essas espécies com 
potencial terapêutico, encontra-se a Casearia sylvestris, cujo valor medicinal dos seus 
extratos e compostos isolados é ressaltado pelo seu potencial farmacológico 
popularmente conhecido (FERREIRA et al., 2011), fato que instiga o estudo de suas 
propriedades biológicas como forma de assegurar suas aplicações terapêuticas  
(ARAÚJO et al., 2015). 
Casearia sylvestris é uma planta arbórea pertencente à família Salicaceae. Possui 
altura de 4-6 metros e tronco de 20-30cm de diâmetro (Figura 10). Suas folhas 
apresentam pontos translúcidos correspondentes às glândulas que contêm o óleo 
essencial e seus frutos possuem sementes envolvidas por uma cápsula vermelha 
(ARAÚJO et al., 2015; TININIS, 2006) (Figura11).  
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Figura 10: Árvore de Casearia sylvestris Swart. Extraído de: Felipe, (2014). 
 
 
 
 Figura 11: Casearia sylvestris. Inflorescência, fruto e folha respectivamente. Extraído e adaptado de: Kulchetscki, 
(s/d). 
 
É também conhecida, na cultura brasileira, como “guaçatonga”, palavra de 
origem “Tupi-Guarani”, sendo utilizada por várias comunidades indígenas no 
tratamento de diversas doenças (ARAÚJO et al., 2015; BOU et al., 2014;  FERREIRA 
et al., 2011). A tribo indígena Karajá, por exemplo, faz uma maceração da casca para 
tratar a diarreia; outras tribos brasileiras esmagam as suas raízes para cuidar de feridas, 
hanseníase e tratamento antiofídico. Os nativos da tribo Shipibo-Conibo (Peru) utilizam 
propriedades da casca para tratamento contra gripe e resfriados (DE CAMPOS et al., 
2015; FERREIRA et al., 2011). Outros nomes também são popularmente reconhecidos 
na identificação da Casearia sylvestris, tais como “erva-de-lagarto”, “língua-de-tiú”, 
“cafezinho-do-mato”, “corta-língua” e “café selvagem (DE CAMPOS et al., 2015; 
FERREIRA et al., 2011; CARVALHO, 2009). Ela é encontrada em pelo menos 22 
estados brasileiros (desde o Amazonas ao Rio Grande do Sul) e em alguns países como 
México, Argentina, Uruguai, Cuba, Porto Rico, Bolívia e Peru (ARAÚJO et al., 2015; 
FELIPE, 2014; FERREIRA et al., 2011). A Casearia sylvestris é capaz de florescer e 
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frutificar no segundo ano de vida, quando atinge cerca de 1 metro de estatura. Em certas 
regiões, estas espécies florescem mesmo em época de seca, entre agosto e dezembro. 
Com uma taxa de crescimento moderado, a planta vive, pelo menos, 20 anos. Sua 
propagação natural e artificial geralmente ocorre através de sementes e sua madeira é 
utilizada como combustível, além de ser adequada para construir cercas, postes, estacas, 
carpintaria rústica e manusear instrumentos (DE CAMPOS et al., 2015; FERREIRA et 
al., 2011). 
Na medicina popular, a decocção da folha da Casearia sylvestris é preparada 
tanto para uso oral, quanto para aplicação tópica (SASSIOTO et al., 2004) no 
tratamento de aftas, herpes simples, úlceras gástricas, feridas, picadas de insetos, 
tratamento tópico de feridas, queimaduras, erupções cutâneas, eczema e vitiligo. São 
também utilizadas como cicatrizantes, antisséptica, antimicrobiana, hemostática, 
depurativa do sangue e anti-inflamatória (DE CAMPOS et al., 2015; ARAÚJO et al., 
2015; MARQUES et al., 2013; LIPINSKI et al., 2012; FERREIRA et al., 2011; 
CAPOBIANGO et al., 2009; DA SILVA, 2004).  
O gênero Casearia caracteriza-se pela presença de várias substâncias de 
interesse (cumarinas, flavonóides, lignanas e diversos diterpenos) distribuídas em vários 
órgãos da planta (MARQUES et al., 2013; TININIS, 2006). Entretanto, a maioria dos 
estudos fitoquímicos tem se concentrado nas folhas da Casearia sylvestris 
(CARVALHO et al., 2010; Ferreira et al., 2011; MARQUES et al., 2013). Segundo 
Ferreira et al., (2011), são as substâncias extraídas da folha da “guacatonga” que têm 
seu potencial anti-inflamatório enfatizado por pesquisadores.  
Ao avaliar a composição do extrato obtido das folhas da Casearia sylvestris, 
detectaram que este é representado por 24 compostos. Dentre eles, o componente 
majoritário é um sesquiterpeno, chamado de α-zingibereno (FELIPE, 2014; BOU, et al., 
2013; TININIS, 2006), que correspondeu a uma porcentagem de 48,31% do total de 
compostos em 2,9g deste óleo. Estes compostos correspondem a uma classe química 
característica que exibem ação antitumoral, antifúngica, antibiótica e anti-inflamatória 
(FELIPE, 2014; BOU, et al., 2013; FERREIRA et al., 2011).  
De acordo com Araújo e colaboradores, (2015), até o presente momento as 
pesquisas são insuficientes para garantir a segurança de preparações populares à base de 
Casearia sylvestris e não há nenhum medicamento fitoterápico com registro vigente na 
ANVISA obtido a partir dessa planta, apesar das várias propriedades farmacológicas 
descritas na literatura.  
  
37 
 
Apesar de a literatura disponibilizar vários trabalhos relacionados à Casearia 
sylvestris (MARQUES et al., 2013) que relatam a atuação de vários sesquiterpenos na 
inibição da inflamação (BOU et al., 2014), poucos são os trabalhos que estudaram esses 
efeitos in vivo (MARQUES et al., 2013). Além disso, não há relato na literatura sobre 
os efeitos desses compostos sobre o componente inflamatório, angiogênico e fibrótico, 
quando estes ocorrem de maneira concomitante durante processos inflamatórios 
crônicos. 
Considerando-se, portanto, o potencial terapêutico dos componentes do extrato 
de Casearia sylvestris, torna-se importante o estudo dos efeitos desses compostos sobre 
o processo inflamatório, angiogênico e fibrótico, essenciais no desenvolvimento e 
progressão da inflamação crônica, através de ensaios pré-clínicos os quais poderão 
contribuir com a descoberta de novas terapias. 
 
5 - Matriz sintética e o estudo sobre o componente fibrovascular. 
 
A implantação de matrizes sintéticas tem sido usada como uma estrutura para 
induzir o crescimento do tecido fibrovascular. O princípio comum desta técnica é a 
simulação das fases do reparo por meio da injúria causada pela introdução da matriz 
sintética no organismo do animal. Este modelo fornece, na maioria das vezes, um meio 
ambiente cronicamente inflamado, onde é possível caracterizar os componentes do 
tecido fibrovascular (CAMPOS et al., 2006). 
As técnicas que envolvem esponjas para avaliação do processo inflamatório 
foram utilizadas, pela primeira vez, por Grindlay & Waugh em 1951. Andrade e 
colaboradores, em 1987, modificaram essas técnicas para avaliar o crescimento de 
tecido conjuntivo vascularizado, bem como a atividade enzimática no tecido 
fibrovascular recém-formado. Atualmente, a técnica de implantação das esponjas 
representa um sistema conveniente que proporciona um acesso fácil a componentes da 
resposta inflamatória no compartimento esponjoso tais como células inflamatórias 
(emigração de neutrófilos e macrófagos), fluidos (conteúdo de hemoglobina, colágeno 
solúvel), citocinas (TNF-α, TGF-β, VEGF), quimiocinas (CxCL1/KC e CCL2/MCP1) e 
enzimas (MPO e NAG) de uma resposta inflamatória em curso (ARAÚJO, 2010; 
BAILEY, 1988). Dessa forma é possível determinar variáveis bioquímicas do tecido 
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fibrovascular e caracterizar mudanças histológicas do tecido e proliferação celular 
(CAMPOS et al., 2006).  
A esponja sintética pode ser facilmente removida do organismo animal, após o 
tempo desejado, para a avaliação dos componentes da inflamação (ARAÚJO, 2010) 
(Figura 12). 
 
 
 
Figura 12: Matriz sintética de poliéster-poliuretano. Indutor da resposta inflamatória. Fonte: autoria própria. 
 
6 - Objetivos  
 
6.1 - Objetivo geral  
 
 Avaliar os efeitos do extrato bruto da Casearia sylvestris, em modelo pré-clínico de 
inflamação crônica induzida por implante sintético em camundongos. 
 
6.2 - Objetivos específicos  
 
 Estabelecer regimes de tratamentos que apresentem eficácia na modulação da 
resposta inflamatória induzida por matriz sintética;  
 Analisar, por meio de parâmetros bioquímicos e histológicos, os efeitos do extrato 
de Casearia sylvestris sobre o componente inflamatório (neutrófilos e macrófagos) 
através da atividade das enzimas MPO e NAG e dos mastócitos, pela coloração em 
lâminas com azul de toluidina; 
 Analisar, por meio de parâmetros bioquímicos e histológicos, os efeitos do extrato 
de Casearia sylvestris sobre o componente angiogênico através da dosagem do 
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conteúdo de hemoglobina pelo método do reagente de Drabkin, e da contagem de 
vasos sanguíneos pela coloração em lâminas com tricrômico de gomori; 
 Analisar, por meio de parâmetros bioquímicos e histológicos, os efeitos do extrato 
de Casearia sylvestris sobre a etapa de reparo tecidual através da dosagem de 
colágeno solúvel pelo método colorimétrico de picrossirius red, e dosagem do teor 
de colágeno em lâminas coradas com picrossirius red; 
 Analisar a organização da matriz extracelular em todos os grupos experimentais. 
 
7 - Justificativa  
 
É reconhecida a importância dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados 
de plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapêuticas. As plantas medicinais 
são importantes para a pesquisa farmacológica e o desenvolvimento de drogas, não 
somente quando seus constituintes são usados diretamente como agentes terapêuticos, 
mas também, como matérias-primas para a síntese ou modelos para compostos 
farmacologicamente ativos. Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos 
atualmente disponíveis foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de fontes 
naturais (25% de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais) (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2006). 
O Brasil conta com 22 a 24% de toda biodiversidade vegetal do mundo 
(GUSMAN et al., 2015; MARQUES, 2013; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006), o que 
faz da flora nativa nacional uma das mais ricas fontes de substâncias com potencial 
farmacológico (CALDERON et al., 2010). No entanto, menos de 10% dessas “plantas-
potenciais” foram avaliadas no que diz respeito às suas características biológicas, e 
menos de 5% foram submetidas a estudos fitoquímicos detalhados. Além desse acervo 
genético, o Brasil é detentor de rica diversidade cultural e étnica, fato que resultou em 
um acúmulo considerável de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de 
geração a geração, entre os quais se destaca o vasto conjunto de conhecimentos sobre 
manejo e uso de plantas medicinais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Hoje em dia, o 
princípio curativo das plantas é mais disseminado em populações das zonas rurais e 
florestas distantes dos centros urbanos para o tratamento de problemas de saúde 
corriqueiros, tais como: cicatrização de feridas, processos inflamatórios, tratamento de 
lesões de pele e úlceras (FERREIRA et al., 2011; CALDERON et al., 2010). São áreas 
desprovidas de recursos econômicos, tecnologia, médicos e instalações clínicas, onde a 
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necessidade do uso de plantas terapêuticas mantém ainda viva essa tradição 
(FERREIRA et al., 2011). Essas aplicações, em geral, indicam a presença de compostos 
biologicamente ativos, e seu conhecimento, transmitido por gerações, é chamado de 
medicina tradicional (CALDERON et al., 2010). 
Essa imensa biodiversidade atribuída ao Brasil, bem como sua rica cultura em 
conhecimentos sobre práticas de uso de plantas medicinais, dotam o país de imenso 
potencial para desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e 
terapêuticas apropriadas (GUSMAN et al., 2015; MARQUES et al., 2013; 
MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 
Os fitoterápicos movimentam, anualmente, bilhões de dólares, sem incluir a 
economia informal da utilização popular de plantas medicinais nos países em 
desenvolvimento. O crescimento deste setor vem estimulando pesquisadores e 
indústrias farmacêuticas internacionais a investirem nas pesquisas e patenteamento de 
novos produtos. O interesse internacional nas plantas medicinais nativas do Brasil é 
grande pela sua biodiversidade pouco conhecida, difundida e protegida (MARQUES et 
al., 2013). Portanto, a combinação entre megabiodiversidade e a rica medicina 
tradicional coloca o Brasil em uma posição estratégica e privilegiada para o 
desenvolvimento de programas de descoberta de novos fármacos (CALDERON et al., 
2010). 
O gênero Casearia tem sido categorizado como uma das plantas de alto 
potencial terapêutico, sendo alvo de estudos não só farmacológicos, como também da 
fitotecnia, química, toxicologia, biologia molecular/bioquímica, medicina complementar 
interativa, floresta e agricultura (MARQUES et al., 2014). O conhecimento dos seus 
benefícios terapêuticos é amplamente difundido na medicina tradicional brasileira, bem 
como em vários países (MARQUES, 3013). Além de uma espécie tradicionalmente 
utilizada na sua medicina popular, é uma planta altamente reprodutível e adaptável a 
diferentes regiões e condições climáticas (FERREIRA et al., 2011). 
Utilizando a base de periódicos da Web of Science para geração dos dados 
quantitativos e identificação de indicadores científicos, Marques et al. (2013) 
identificaram 135 artigos sobre a espécie Casearia sylvetris desde 1962, sendo 
observado um crescimento no número de artigos publicados em vários países a partir do 
ano 2000 (Figura13). Segundo os pesquisadores, o Brasil foi o país que mais 
desenvolveu pesquisas sobre esta espécie (Figura14). 
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Figura 13: Participação mundial em artigos sobre o gênero Casearia, publicados na Web of Science. Extraído de: 
Marques et al., (2013). 
 
 
 
 
Figura 14: Número de publicações por país do gênero Casearia do período de 1973 a 2012 na base de dados da 
Web of Science. Extraído de: Marques et al., (2013). 
  
Como relatado na pesquisa de Marques et al. (2013), a literatura disponibiliza 
vários trabalhos relacionados à Casearia sylvestris. Entretanto, no que diz respeito à 
atuação da Casearia sylvestris nos processos inflamatórios, poucos trabalhos foram 
relatados, especialmente os que estudam esses efeitos in vivo. Para mais, não há relato, 
na literatura, em relação aos efeitos desses compostos sobre o componente inflamatório, 
angiogênico e fibrótico, quando esses ocorrem de maneira simultânea a processos 
inflamatórios crônicos. Além disso, de acordo com Araújo et al. (2015), até o presente 
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momento as pesquisas realizadas são insuficientes para garantir a segurança de 
preparações populares à base de Casearia sylvestris e não há nenhum medicamento 
fitoterápico com registro vigente na ANVISA obtido a partir dessa planta, apesar das 
várias propriedades farmacológicas descritas na literatura. 
 Nesse aspecto, torna-se relevante a análise do potencial terapêutico do extrato 
bruto de Casearia sylvestris no desenvolvimento e progressão da inflamação crônica. 
Estima-se que a avaliação do processo inflamatório, angiogênico e fibrótico em ensaios 
pré-clínicos, mediante a utilização deste fitoterápico, irá contribuir com os estudos e 
descoberta de novas terapias que tendem a otimizar os eventos (angiogênico e fibrótico) 
do processo inflamatório crônico, levando a uma diminuição do tempo de tratamento, 
eficiência dos processos envolvidos no reparo e consequentemente, à diminuição do 
sofrimento do paciente (MARQUES et al., 2013). 
Além disso, nota-se que o Brasil é munido de grande capacidade de inovação e 
geração de novas estratégias terapêuticas, com potencial para, na área de saúde, 
desenvolver modelos que primem pelo uso sustentável dos componentes da 
biodiversidade brasileira, podendo, assim, gerar riquezas para o país, alcance social e 
redução de custos dos tratamentos (MARQUES et al., 2013). 
 
8 - Materiais e métodos  
 
8.1 - Modelo experimental 
 
O modelo utilizado no presente trabalho envolve a implantação de matriz 
sintética de poliéster-poliuretano (esponja) na cavidade subcutânea da região 
interescapular dos camundongos. Esse tipo de modelo leva a uma resposta inflamatória 
do tipo crônica, uma vez que o corpo estranho (esponja) não é removido pelo organismo 
do animal. Por consequência, há a formação de uma “capa” fibrovascular ao redor dos 
discos de esponja, que fornecem o material necessário para as análises bioquímicas e 
histológicas. A utilização de implantes de esponja é bem caracterizada em modelos 
animais utilizando camundongos. Além disso, o modelo não apresenta alteração 
comportamental nesses animais, mostrando elevada tolerância aos procedimentos 
(ARAÚJO, et al., 2010). 
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8.2 - Animais 
 
Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais 
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia/Minas Gerais. Protocolo: CEUA nº 
156-13. 
Foram utilizados para este estudo 60 camundongos C57/Bl/6, machos, com 8 
semanas de vida e peso em torno de 30g (Figura15). A utilização dos camundongos 
dessa linhagem baseia-se no fato desses animais apresentarem pouca variação alélica 
(por serem isogênicos) gerando respostas mais homogêneas, diminuindo-se o número de 
animais a serem utilizados para a observação de determinadas variáveis analisadas no 
presente trabalho.  
O cálculo do “n” experimental por grupo foi realizado com base nos valores 
médios e desvio padrão dos dados da variável mais instável a ser medida. Portanto, 
foram utilizados os dados da análise da atividade da enzima N-Acetil-β-D-
Glicosaminidase (NAG) provenientes dos estudos prévios (ARAUJO, et al., 2010). 
 
Para as análises bioquímicas, 30 animais foram separados aleatoriamente e 
distribuídos em 5 grupos, estando 6 animais em cada: (1) controle salina, (2) controle 
DMSO1%, (3) tratado com doses de 10ng do extrato de Casearia sylvestris, (4) tratado 
com doses de 100ng deste extrato e (5) tratado com doses de 1000ng do mesmo extrato. 
 
 
Figura 25: Grupo experimental “n” total igual a 60 animais. 
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Para as análises histológicas, 30 animais foram separados aleatoriamente e 
distribuídos em 5 grupos, estando 6 animais em cada: (1) controle salina, (2) controle 
DMSO1%, (3) tratado com doses de 10ng do extrato de Casearia sylvestris, (4) tratado 
com doses de 100ng deste extrato e (5) tratado com doses de 1000ng do mesmo extrato. 
 Os animais foram mantidos no depositário de animais da Área de Ciências 
Fisiológicas-UFU, em gabinetes com controle de temperatura, umidade e ciclo 
claro/escuro de 12h. Tiveram livre acesso à ração comercial para animais de pequeno 
porte (Biobase®, Bio Tec) e água filtrada por filtro industrial, disponível até o dia do 
sacrifício. 
 
8.3 - Preparo das dosagens do extrato bruto de Casearia sylvestris 
 
O extrato bruto de Casearia sylvestris foi fornecido pela Universidade Federal 
de São Paulo (UNIFESP) – Diadema, sob forma de pó lipofilizado (49,2mg). No 
laboratório de Fisiologia do Instituto de ciências Biomédicas da UFU, 49,2mg desse pó 
foi dissolvido em 49,2mL de DMSO1%. 
A solução mãe foi elaborada com 30 µL de Casearia sylvestris para 2970 µL de 
água destilada.  
O preparo das doses de Casearia sylvestris foi feito com base na maior dose 
(1000ng) a partir da fórmula: 
 
 
 
 
Para o preparo das doses de 1000ng, utilizou-se 100µL da solução mãe de 
Casearia sylvestris. E para as doses de10ng e 100ng de Casearia sylvestris foi feita uma 
diluição seriada a partir da dose de 1000ng diluída em 900µL de água destilada (Figura 
16). 
 
 
nº de animais por grupo x dias de tratamento x 1000ng/10µL 
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Figura 16: Preparo das doses a partir da solução mãe de Casearia sylvestris. Fonte: autoria própria. 
 
8.4 - Técnica de implantação da esponja  
 
Os implantes (discos obtidos a partir de uma folha de poliéster-poliuretano de 
5mm de espessura, com o auxílio de um punch de 8mm de diâmetro) foram mantidas 
em álcool 70% v/v durante, pelo menos, 24 horas anteriores à implantação e, 
posteriormente, fervidas em água destilada por 30 minutos (CASSINE-VIEIRA, 2014; 
ARAUJO, 2010;  ANDRADE et al., 1987). 
O procedimento de implantação envolveu a aplicação prévia de anestesia (70µL) 
intraperitonial nos animais com xilazina (10mg/kg) e cetamina (100mg/kg). Em seguida 
foram submetidos à tricotomia dorsal com aparelho tricotomizador elétrico e assepsia da 
região dorsal com algodão e álcool 70% v/v. Os animais foram dispostos em mesa 
cirúrgica para a realização de uma incisão mediana dorsal de aproximadamente 1cm na 
pele, feita com um bisturi, em direção caudal. Posteriormente, foi realizada, a divulsão 
do tecido subcutâneo interescapular com auxílio de uma tesoura de divulsão. Em cada 
animal foi implantado 1 disco de esponja, posicionado, com o auxílio de uma pinça, 
aproximadamente 0,5cm da região interescapular. A sutura foi feita com fio de nylon 
3,0 usando ponto Donati (ANDRADE et al., 1987; CASSINE-VIEIRA, 2014; 
ARAUJO, 2010) (Figura 17). 
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Figura 17: Implante do disco de esponja. Diagrama de implante subcutâneo da esponja sintética. Implante do disco 
de esponja na cavidade subcutânea interescapular. Fonte: autoria própria. 
 
Os animais foram mantidos em observação dentro de uma caixa, sob luz 
incandescente para mantê-los aquecidos até a recuperação do efeito da anestesia. Após 
recuperação os animais foram dispostos, separadamente, em caixas de polipropileno 
(30x19x12cm) devidamente etiquetadas com a identificação de cada grupo. Os animais 
foram transferidos para o depositário de animais da Área de Ciências Fisiológicas – 
UFU, acondicionados/condicionados em gabinetes apropriados com água e ração ad 
libitum (CASSINE-VIEIRA, 2014; ARAUJO, 2010). 
 
8.5 - Tratamento  
 
O tratamento intraimplante (10µL da dose) ocorreu diariamente, nos tempos 0 - 
8 dias (Figura 18). 
 
 
 
Figura 18: Tratamento: 10µL da dose, administrada intraimplante, nos tempos 0 - 8 dias. 
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8.6 - Remoção dos implantes  
 
No 9º dia após a implantação, os animais foram eutanaziados por 
aprofundamento anestésico com  2mL de TIOPENTAL (100mg/Kg) via intraperitoneal. 
O tiopental foi preparado 20 minutos antes do procedimento com adição de 30mL de 
solução salina diretamente no frasco. 
 Os discos de esponja foram removidos por meio de incisão mediana na região 
dorsal sentido apical, com o auxílio de uma tesoura. Ainda foi utilizada uma pinça para 
remoção de tecido muscular e adiposo que possivelmente estariam aderidos à esponja. 
As esponjas foram acondicionadas e eppendorfs, em seguida, pesadas e processadas 
para os ensaios bioquímicos e histológicos (Figura 19). 
 
 
 
Figura 19: Remoção do implante dotado de material fibrovascular:  (A) Remoção da esponja com o auxílio de uma 
pinça; (B) Implante removido; (C) Esponja acondicionada em ependorf. Fonte: autoria própria 
 
Após a remoção das esponjas os animais eutanasiados foram colocados em sacos 
brancos, congelados e descartados em local apropriado destinado ao lixo hospitalar, 
posteriormente coletado pelo serviço contratado especializado da UFU.  
 
8.7 - Análises Bioquímicas  
 
As esponjas removidas foram pesadas, seccionadas e acondicionadas em tubos 
eppendorf para realização dos ensaios bioquímicos e histológicos (Figura 20). 
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Figura 20: Ensaios bioquímicos e histológicos. Fonte: autoria própria. 
 
A secção das esponjas ocorreu como observado na figura 21: 
 ½ esponja para dosagem do colágeno solúvel; 
  ½ da esponja para dosagem de Hemoglobina (esta porção de esponja foi 
novamente seccionada em duas partes: ¼ para dosagem de MPO e ¼ 
para dosagem de NAG).  
O restante do material (filtrado, não filtrado e pallet), usado para dosar 
hemoglobina, foi armazenado, a -20ºC.  
 
 
 
Figura 21: Representação ilustrativa das secções na esponja para testes bioquímicos. Fonte: autoria própria. 
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8.7.1 - Dosagem de Hemoglobina (Hb) 
 
A dosagem do conteúdo de hemoglobina é uma forma de avaliação indireta da 
neovascularização. Foi realizada através do método do reagente de Drabkin, 
desenvolvido em 1932 e adaptado como índice de vascularização por Plunkett (1990) e 
Hu (1995).  
As esponjas foram translocadas dos eppendorfs para tubos de ensaio e 
homogeneizadas pelo Ultra Stirrer (80 ultra model – 8.000-30.000 rpm), em 2,0mL de 
um reagente cromogênico específico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de 
Dosagem de Hemoglobina - LABTEST), por 10 segundos, e em seguida retornadas para 
os eppendorfs de 2,0mL. Aproximadamente 500μL das amostras foram centrifugadas 
por 40 minutos, a 10.000g a 4ºC, e os homogenatos foram filtrados em filtros Millipore 
de 0,22μm (Membrana hidrofílica GV-DURAPORE, acoplada em suporte de filtro 
(SWUINNY) de aço inoxidável para a seringa). Uma alíquota de 200μL das amostras e 
padrões foi adicionada em placa de 96 poços, em duplicata, para leitura 
espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm (Leitor de Elisa). A 
concentração de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de uma curva 
padrão conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentração de hemoglobina 
(microgramas) por miligrama de peso úmido de implante.  
Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi armazenado em freezer a -
20ºC. A esponja (pallet) foi dividida e pesada para determinação da atividade de 
mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG). 
 
8.7.2 - Avaliação da atividade da Mieloperoxidase (MPO)  
 
A análise da atividade da mieloperoxidase foi realizada através da técnica de 
Bradley (1982). Após a dosagem de hemoglobina, o precipitado (¼ esponja) foi 
ressuspenso em 2,0mL de tampão fosfato de sódio, 80 mM em  pH=6. As amostras 
foram homogeneizadas em vórtex por 15 segundos. Em seguida, foram transferidos 
300μL dessa amostra para eppendorf de 1500μL e acrescentados 600μL de HTAB 
(Brometo de Hexadeciltrimetilamônio – Sigma) 0,75% p/v diluído em tampão fosfato 
pH 6.  
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As amostras foram sonicadas por 10 segundos e, logo após, centrifugadas a 5000 
rpm, por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante (200μL) foi utilizado no ensaio enzimático 
em eppendorf de 1500μL. A reação seguiu a seguinte ordem: 100μL de peróxido de 
hidrogênio 0,003%; 100μL de TMB (3,3‟, 5,5‟– tetrametilbenzidina – Sigma) a 6,4 mM 
diluído em DMSO (dimetil sulfóxido – Merck) colocados ao mesmo tempo, por 1 
minuto cronometrado. Para interromper a reação, adicionou-se 100μL de H2SO4 (ácido 
sulfúrico – Merck) a 4M.  
Em seguida, foram adicionados 200μL à placa de 96 poços e a leitura 
espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram 
expressos em índice de MPO (Absorbância em D.O./g de peso úmido do implante). 
 
8.7.3 - Avaliação da atividade N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) 
 
A N-acetil-β-D-glicosaminidase é uma enzima lisossômica produzida por 
macrófagos ativados. Esta técnica baseia-se na hidrólise do p-nitofenil-N- acetil-β-D-
glicosamina (substrato) pelo N-acetil-β-D-glicosaminidase, liberando p-nitrofenol. 
Essa enzima foi utilizada como um índice da atividade destas células no sítio 
inflamatório, pela técnica de Bailey, (1988).  
Após a utilização da esponja para dosagem de hemoglobina, foi adicionada às 
amostras, 2,0mL de solução salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado). 
As amostras foram homogeneizadas, por, aproximadamente 40 segundos, usando o 
vortex, até obter uma suspensão homogênea. Posteriormente, foram centrifugadas em 
3.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Então foram diluídas, em eppendorf de 1500 μL, 
uma amostra de 150 μL do sobrenadante em 150 μL de tampão citrato/fosfato. 
Para o ensaio, foram adicionados 100μL/poço das amostras diluídas (em 
duplicata) à placa de ELISA de 96 poços. Nas amostras, foram adicionados 100μL do 
substrato (p-nitrofenil-n-acetil-β-D-glicosaminidase-Sigma), diluídos em tampão 
citrato/fosfato, pH 4,5. Em seguida, incubadas a 37ºC durante 30 minutos. 
Por último, foram adicionados 100μL de tampão glicina 0,2M, pH 10,6 nas 
amostras e na curva. A absorbância foi medida por espectrofotometria em leitor de 
Elisa, em comprimento de onda de 400nm.  
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A atividade de NAG no implante foi calculada a partir de uma curva padrão de 
p-nitrofenol avaliada paralelamente. Os resultados das leituras foram expressos em 
nmol.mL-1/mg de peso úmido do implante. 
 
8.7.4 - Dosagem de colágeno (Picrosirius Red) 
 
A deposição de colágeno foi avaliada pela sua dosagem solúvel presente nos 
implantes. A quantidade de colágeno solúvel total foi quantificada com base 
colorimétrica, pela reação do Picrosirius Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips 
e colaboradores (2002) e adaptada para o modelo de implantes de esponja por Campos e 
colaboradores (2006).  
As amostras de esponja foram homogeneizadas com tampão (salina 0.1% Triton 
X-100) em vortex (30 segundos) e posteriormente centrifugadas a 6000g, por 10 
minutos, a 4ºC para remoção dos debris. Foram adicionados 50μL do sobrenadante para 
eppendorf de 1500 μL. Logo foram acrescentados 50μL do reagente Picrosirius Red. 
Após 30 minutos de incubação em temperatura ambiente (25ºC), por 25 minutos em 
capela de fluxo. O complexo colágeno-picrosirius red foi separado por centrifugação a 
10,000g, durante 10 minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, 
retirando o máximo de líquido possível, vertendo-se o tubo sobre papel absorvente. O 
sedimento foi lavado, delicadamente (para não remover o pellet) pelas paredes do tubo, 
com 500 μL de álcool puro (PA) e livre de metanol. Logo, todo etanol foi removido, 
vertendo-se com cuidado em papel absorvente. Foi adicionado ao sedimento, 1mL de 
reagente alcalino (NaOH 0,5 M). 
 A absorbância foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas (ELISA) 
onde foram transferidos 200μL das amostras, em duplicata. 
 A quantidade de colágeno em cada amostra foi determinada através da 
comparação de uma curva padrão utilizando-se padrão de colágeno (Merk) e os 
resultados expressos em μg de colágeno por mg de implante. 
 
8.8 - Análises histológicas das matrizes sintéticas  
 
As análises histológicas foram realizadas para avaliar o infiltrado fibrovascular 
nos implantes sintéticos, por meio da quantificação de mastócitos (azul de toluidina), 
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vasos sanguíneos (tricrômico de gômori) e colágeno (Picrosirius Red e polarização). 
Para tal, foi realizado um novo experimento, seguindo o mesmo protocolo de 
procedimentos e regime terapêutico para as análises bioquímicas. 
Após a remoção dos implantes, os mesmos foram cuidadosamente fixados em 
solução de methacarn. Logo, foram submetidos às etapas de desidratação, diafinização, 
banho e inclusão em blocos de parafina. Os blocos contendo o material foram 
submetidos a cortes em micrótomo (secções de 5μm). Em seguida, os cortes foram 
devidamente posicionados em lâminas de vidro (previamente silanizadas com poli-lisina 
para melhor fixação dos cortes às lâminas). Logo, as lâminas foram condicionadas em 
estufa à 44ºC, por 24 horas, e então, submetidas a procedimentos protocolados 
específicos para cada tipo de coloração anteriormente citada.  
Toda a preparação do material histológico foi realizada no laboratório de 
Histologia do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da UFU. 
As sessões coradas com Picrossírius Red foram examinadas no laboratório de 
cultura de células do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da UFU, sob 
microscopia de polarização (NIKON ECLIPSE TI) em objetiva 20X, com uma câmera 
acoplada (LABOMED).  
Para a captura e quantificação de mastócitos e vasos sanguíneos foi utilizado o 
microscópio do Instituto de Biologia (INBIO-UFU) com objetiva 40X. 
Para todas as análises foram capturadas 10 áreas diferentes e a medição foi 
realizada com o programa de imagem J. 
 
8.8.1 - Avaliação da deposição de colágeno  
 
Após 24 horas na estufa, as lâminas foram coradas com picrosirius red. Esta 
técnica é simples, específica e sensível. Apresenta a vantagem de localizar e 
caracterizar, com precisão, os componentes de colágeno (MONTES & JUNQUEIRA, 
1991). 
Para análise e fotografias do colágeno, utilizou-se o microscópio de polarização 
do laboratório de cultura celular do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da UFU. 
Cada corte teve o registro fotográfico de pelo menos 10 campos. 
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8.8.2 - Quantificação de vasos sanguíneos 
 
Após 24 horas na estufa, as lâminas foram coradas com Tricrômico de gômori 
para contagem de vasos sanguíneos no tecido. Os cortes histológicos foram analisados 
ao microscópio óptico do laboratório de histologia do Instituto de Ciências Biomédicas 
(ICBIM) da UFU e registrados fotograficamente com objetiva de 40X, ocular de 10X. 
Cada corte teve o registro fotográfico de pelo menos 10 campos. 
 
8.8.3 - Quantificação de mastócitos 
 
Após 24 horas na estufa, as lâminas foram coradas com azul de toluidina para 
contagem de mastócitos no tecido. Os cortes histológicos foram analisados ao 
microscópio óptico do laboratório de histologia do Instituto de Ciências Biomédicas 
(ICBIM) da UFU e registrados fotograficamente com objetiva de 40X, ocular de 10X. 
Cada corte teve o registro fotográfico de pelo menos 10 campos. 
 
8.9 - Análises estatísticas  
 
A análise e construção de gráficos foram realizados pelo programa estatístico 
GraphPad Prism 4.0. Foi utilizada a análise de variância one way ANOVA, seguido do 
pós-teste de Newman-keuls. Os resultados foram apresentados pelas médias ± e.p.m. 
dos dados. Os resultados foram considerados significativos para P<0.05.  
 
9 - Resultados 
  
Os animais submetidos à implantação da esponja demonstraram boa tolerância 
ao material sob o padrão de comportamento normal, sem sinais visíveis de rejeição ao 
implante, infecção, toxicidade ou morte.  
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9.1 - Efeitos do tratamento no componente inflamatório  
 
O componente inflamatório foi avaliado pela atividade enzimática de MPO, 
(enzima presente em neutrófilos) e NAG (enzima presente em macrófagos) - métodos 
indiretos para mensuração de neutrófilos e macrófagos no sítio inflamado. A inflamação 
foi avaliada também pelo infiltrado de mastócitos, um importante tipo celular que 
participa da reação inflamatória secretando para a matriz várias moléculas acumuladas 
no seu citoplasma, por exemplo, a histamina. 
O tratamento com extrato bruto de C sylvestris não mostrou alteração 
significativa em relação ao infiltrado de neutrófilos (MPO) nas três doses avaliadas, 
quando comparadas com o grupo salina (gráfico 1). 
 
  
 
 
Gráfico 1: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris 
sobre a atividade enzimática de MPO. O tratamento não mostrou alteração significativa em relação ao infiltrado de 
neutrófilos (MPO) nas três doses avaliadas.  
 
O infiltrado de macrófagos expresso pela atividade da enzima NAG não 
demonstrou alteração significativa pelos tratamentos avaliados (gráfico 2). 
. 
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Gráfico 2: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris 
sobre a atividade enzimática de NAG: método indireto para mensuração de macrófagos no sítio inflamado. O 
tratamento não mostrou alteração significativa sobre o infiltrado de macrófagos nas doses avaliadas.  
 
Assim como para o infiltrado de neutrófilos e macrófagos no sítio inflamado, a 
quantificação de mastócitos nos cortes histológicos por AT (azul de toluidina) não 
apresentou diferença significativa para nenhuma das doses avaliadas em relação ao 
grupo salina (gráfico 3 e figura 22) 
 
 
Gráfico 3: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris 
sobre a o número de mastócitos no tecido fibrovascular: O tratamento não alterou o infiltrado de mastócitos nas 
doses avaliadas em relação ao grupo salina.  
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Figura 22: Cortes histológicos (5μm, coloração azul de toluidina) Infiltrado de tecido fibrovascular na matriz 
esponjosa dos implantes sintéticos em camundongos. Mastócitos estão presentes nesta matriz e são 
representados pelas setas. Grupo controle salina (A); grupo controle DMSO1% (B); grupo tratado com a dose de 
10ng de Casearia sylvestris (C); grupo tratado com a dose de 100ng de Casearia sylvestris (D); grupo tratado com a 
dose de 1000ng de Casearia sylvestris (E). Nota-se uma maior tendência para aumento no número de mastócitos no 
grupo tratado com a dose de 100ng (E). Grupo experimental: n = 6 animais para cada grupo. Barra - 50μm. 
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9.2 - Efeitos do tratamento no componente angiogênico  
 
O resultado da implantação da esponja é a formação de um tecido fibrovascular 
no material que permite a avaliação da angiogênese por diferentes técnicas. O 
componente angiogênico nos implantes foi avaliado pela dosagem do conteúdo de 
hemoglobina (método indireto - técnica de Laser Doppler - para análise de vasos recém 
formados) e pela quantificação de vasos sanguíneos em lâminas coradas com 
Tricrômico de gômori, fotografadas em microscópio de captura de imagens. 
Em todos os parâmetros avaliados, o tratamento com a Casearia sylvestris não 
alterou significativamente o processo angiogênico, como mostrado na avaliação do 
conteúdo de hemoglobina pelo gráfico 4. 
 
 
 
Gráfico 4: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris sob 
a concentração de hemoglobina no implante sintético. O tratamento não alterou significativamente os níveis de 
hemoglobina nas doses avaliadas.  
 
A quantificação de vasos sanguíneos relaciona a rede de vasos recém formados 
com a invasão de células do infiltrado inflamatório no tecido. As análises estatísticas, 
representadas no gráfico 5 mostram que tratamento com as doses de Casearia sylvestris 
não alterou significativamente o número
 
de vasos quantificados na cápsula fibrovascular 
formada no implante de esponja. Esses resultados podem ser observados em cortes 
histológicos dos implantes na figura 23. 
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Gráfico 5: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris sob  
o número de vasos avaliados no corte histológico do implante sintético. Não houve diferença significativa entre os 
grupos avaliados.  
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Figure 23: Cortes histológicos (5μm, coloração tricrômico de gômori) Infiltrado de tecido fibrovascular na matriz 
esponjosa dos implantes sintéticos em camundongos. Os vasos sanguíneos nesta matriz estão representados 
pelas setas. Grupo controle salina (A); grupo controle DMSO1% (B); grupo tratado com a dose de 10ng de Casearia 
sylvestris (C); grupo tratado com a dose de 100ng de Casearia sylvestris (D); grupo tratado com a dose de 1000ng de 
Casearia sylvestris (E). Grupo experimental n = 6 animais para cada grupo. Barra - 50μm. (*) representa a matriz 
sintética. 
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9.3 - Efeitos do tratamento no reparo tecidual  
 
A fase de reparo foi avaliada pela dosagem bioquímica de colágeno solúvel 
(principal componente da matriz extracelular) presente nos implantes, quantificada com 
base colorimétrica pela reação do Picrosirius Red (gráfico 6). 
 
 
 
Gráfico 6: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto de Casearia sylvestris 
sobre o colágeno depositado na matriz. Os tratamentos não mostraram diferença significativa entre os grupos.  
 
 O reparo foi avaliado, também, pela quantificação e caracterização morfológica 
de colágeno do tipo I e III em lâminas coradas com Picrosirius Red, fotografadas com 
microscópio de polarização. O tratamento de Casearia sylvestris não gerou alterações 
significativas na deposição de colágeno em relação ao grupo controle. (gráfico 7, figura 
24).  
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Gráfico 7: Efeito do tratamento com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng do extrato bruto  de Casearia sylvestris 
sobre o colágeno dos tipos I e III depositados na matriz. Os tratamentos não mostraram diferença significativa 
entre os grupos.  
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Figure 24: Cortes histológicos (5μm, coloração Picrossirius Red) Infiltrado de tecido fibrovascular na matriz 
esponjosa dos implantes sintéticos subcutâneos nos camundongos representado por feixes de colágeno. Grupo 
controle salina (A); grupo controle DMSO1% (B); grupo tratado com a dose de 10ng de Casearia sylvestris (C); grupo 
tratado com a dose de 100ng de Casearia sylvestris (D); grupo tratado com a dose de 1000ng de Casearia sylvestris 
(E). Nota-se uma maior tendência para aumento no número de mastócitos no grupo tratado com a dose de 100ng 
(E). Grupo experimental n = 6 animais para cada grupo. Barra - 50μm. 
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10 - Discussão  
 
Usos populares e pesquisas científicas têm destacado a importância dos extratos 
da Casearia sylvestris e seu grande potencial farmacológico representado por 
compostos bioativos tais como flavonas, saponinas, taninos, resinas e anticianosídeos e 
óleos essenciais. Essas propriedades bioativas são amplamente difundidas na medicina 
tradicional como agentes de ação depurativa, anti-diarreica, febrífuga, cardiotônica, 
diurética, analgésica, cicatrizante, e enfatizadas pela sua ação anti-inflamatória 
(MARQUES et al., 2013; FERREIRA et al., 2011; TININIS, 2006). Tais propriedades 
são enfatizadas por substâncias encontradas no óleo essencial, presente nas folhas da 
Casearia sylvestris e popularmente atraídas pelo seu tratamento prático, econômico e de 
fácil preparação (FERREIRA et al., 2011).  
Ao avaliar a composição do extrato bruto obtido das folhas de Casearia 
sylvestris, constatou-se que este é representado por 24 compostos. Dentre eles, o 
componente majoritário é um sesquiterpeno, chamado de α-zingibereno (FELIPE, 2014; 
BOU, et al., 2013, TININIS, 2006), que consiste numa classe química característica por 
seus efeitos anti-inflamatórios (FELIPE, 2014; BOU, et al., 2013; FERREIRA et al., 
2011). O conhecimento sobre o uso da Casearia sylvestris na medicina popular como 
um agente anti-inflamatório é justificado pela presença desses compostos que foram 
fitoquimicamente caracterizados e avaliados em estudos científicos anteriores. 
Entretanto, até o presente momento as pesquisas são insuficientes para garantir a 
segurança de preparações populares à base de Casearia sylvestris e não há nenhum 
medicamento fitoterápico com registro vigente na ANVISA obtido a partir dessa planta, 
apesar das várias propriedades farmacológicas descritas na literatura (ARAÚJO et al., 
2015). 
Com base nesses dados, foi postulada a hipótese sobre o real efeito anti-
inflamatório dessa planta, extrapolando-se para um modelo que envolve uma típica 
inflamação crônica. 
           O presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da Casearia sylvestris na 
inflamação crônica sob o modelo experimental, no qual a matriz sintética (esponja) 
induz a inflamação crônica, tipo corpo estranho, estimulando a formação de um tecido 
fibrovascular. Este tecido fibrovascular recém-formado permite a infiltração e análise de 
componentes inflamatórios, angiogênicos, bem como o componente fibrogênico que 
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compõe a fase de reparo tecidual. Dentro desta perspectiva, este modelo viabiliza a 
análise desses parâmetros por meio do uso de compostos que exibem potenciais 
terapêuticos. 
Neste trabalho, a Casearia sylvestris (administrada nas doses de 10ng, 100ng e 
1000ng, com concentrações de 0,3µg∕Kg, 3µg∕Kg, 30µg∕Kg respectivamente, 
administradas em um volume de 10µL injetados com seringas de 30µL, diretamente nos 
implantes subcutâneos de camundongos), não apresentou alterações significativas sobre 
o componente inflamatório, angiogênico e na fibrogênese em nenhum dos tratamentos 
utilizados comparados ao grupo controle salina. A avaliação histológica de cortes a 
partir dos implantes de esponja confirmou os resultados do tratamento sobre esses 
componentes do tecido fibrovascular induzido pela matriz esponjosa em todas as doses 
avaliadas.  
 
Infiltrado inflamatório 
 
O componente inflamatório foi avaliado pela atividade de enzimas inflamatórias 
presentes no implante (MPO e NAG) e pela quantificação de mastócitos em cortes 
histológicos. A atividade de MPO (representando neutrófilos ativados) e NAG 
(representado por macrófagos ativos), bem como o número de mastócitos presentes no 
tecido fibrovascular não foram afetados pelos tratamentos, mostrando ausência de efeito 
anti-inflamatório da Casearia sylvestris sobre estas populações de células inflamatórias. 
Esteves et al. (2005) realizou um teste que induziu a formação do tecido 
granulomatoso (apresentação distinta de inflamação crônica, caracterizada pela 
formação de granulomas, que consiste numa aglomeração de células de defesa na 
tentativa de conter o agente agressor) e constatou que o extrato bruto de Casearia 
sylvestris (125mg∕Kg; via oral) não inibiu significativamente este processo. Estes dados 
corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho, cujo infiltrado de células 
inflamatórias não foi alterado pelos tratamentos com as diferentes doses de Casearia 
sylvestris. Neste mesmo trabalho, Esteves et al. (2005), avaliaram a formação de edema 
na pata de ratos utilizando Dextran que é um agente inflamatório conhecido por induzir 
o edema mediado pela liberação de histaminas (Katz et al., 1984), consequente à 
desgranulação de mastócitos (Lo et al., 1982). A formação do edema acontece em 
virtude do aumento da permeabilidade vascular por meio da liberação destas substâncias 
produzidas pelo organismo após uma injúria (JONES, 2000). No entanto, os resultados 
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confirmaram que o extrato bruto de Casearia sylvestris (125mg∕Kg; via oral) não 
apresentou efeito anti-edematogênico, (ESTEVES et al., 2005), provavelmente devido a 
incapacidade da C sylvestris de antagonizar mastócitos e desgranulação de substâncias 
farmacológicas ativas (histamina e serotonina, por exemplo) (FERREIRA, 2011). Em 
conformidade com os resultados de Esteves et al. (2005), o presente trabalho sugere que 
o extrato bruto de Casearia sylvestris, nas doses avaliadas (0,3µg∕Kg, 3µg∕Kg e 
30µg∕Kg, não inibiram a resposta inflamatória. 
 
Angiogênese 
 
A formação do tecido fibrovascular presente na matriz sintética permite a análise 
do componente angiogênico durante o processo inflamatório crônico (CASSINE-
VIEIRA, 2014; ARAUJO, 2010; ANDRADE et al., 1987). A angiogênese é uma etapa 
do processo de reparo, na qual novos vasos sanguíneos são formados a partir de vasos 
preexistentes (GRIFFOEN & MOLENA, 2000). Sua importância se deve à sua 
participação na formação do tecido de granulação provisório e no suprimento de 
nutrientes e oxigênio para o tecido em crescimento (FOLKMAN & SHING, 1992; DE 
MENDONÇA et al., 2009; GRIFFOEN & MOLENA, 2000). Além disso, as células 
inflamatórias requererem a interação e transmigração (diapedese) por meio de vasos 
sanguíneos para entrarem no local da lesão (LI et al., 2003). A angiogênese relaciona-se 
com uma sequência de eventos de grande importância em processos fisiológicos e 
patológicos. E a patologia, na maioria das vezes, associa-se com a formação exacerbada 
de novos vasos e, efeitos benéficos podem ser conseguidos com terapêuticos de ação 
inibitória da angiogênese (GRIFFIOEN & MOLENA, 2000). Neste estudo, a avaliação 
da formação de neovasos foi realizada pela dosagem dos níveis de hemoglobina 
presente no infiltrado fibrovascular do implante sintético, bem como pela análise 
histológica de cortes corados com tricrômico de gômori para contagem de vasos 
sanguíneos. Porém, os resultados demonstraram que a Casearia sylvestris não alterou 
significativamente os níveis de hemoglobina em nenhuma das doses avaliadas, 
comparadas com o grupo salina. Com relação ao número de vasos presentes nos cortes 
histológicos, também não foram observadas alterações significativas nos tratamentos 
analisados. 
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Fase de reparo 
 
A fase de reparo foi analisada pela deposição de colágeno no tecido 
fibrovascular dos implantes. Os resultados mostraram que o extrato bruto de Casearia 
sylvestris, administrado por injeção direta no implante sintético, não gerou alteração no 
perfil de deposição de colágeno no tecido fibrovascular. Como era de se esperar, no 
final da fase de reparo, os grupos apresentaram predominância de colágeno do tipo I 
(colágeno maduro) em relação ao colágeno do tipo III. No entanto, os grupos tratados 
não se diferem estatisticamente do grupo controle.  
 Em corroboração com o presente resultado, Lipinski et al. (2013), em sua 
pesquisa com feridas em novilhas de gado, tratadas por injeção via local com o extrato 
da Casearia sylvestris, apresentaram atividade anti-inflamatória, exibindo um efeito 
antiedematológico nos primeiros 2 dias de tratamento. Entretanto, em avaliações 
microscópicas, os resultados não tiveram diferenças estatísticas quando comparados 
com o grupo controle. Os autores observaram que a retração da ferida foi mais lenta e, 
portanto, a Casearia sylvestris não melhorou o processo de reparo. 
 
Estudos têm demonstrado resultados controversos sobre a ação anti-inflamatória 
da Casearia sylvestris. Ruppelt et al. (1991) analisaram a ação anti-inflamatória de 10 
plantas semelhantes a Casearia sylvestris e observaram atividade reduzida para 
Casearia sylvestris Ruppelt et al. (1991) analisaram a ação anti-inflamatória de 10 
plantas semelhantes a Casearia sylvestris e observaram atividade reduzida para 
Casearia sylvestris. 
Apesar de a ação anti-inflamatória da Casearia sylvestris ser difundida e 
evidenciada pela medicina popular, as doses utilizadas no presente trabalho (10ng, 
100ng, 1000ng), via injeção local, sob o modelo de inflamação crônica induzida por 
implante sintético subcutâneo em camundongos, não apresentaram efeito na inflamação 
crônica.  
Uma explicação plausível para tais resultados envolve a via de administração do 
tratamento - um importante parâmetro que se deve ter atenção, no que diz respeito ao 
potencial de ação da planta. A Casearia sylvestris pode ser explorada por meio da 
elaboração de creme para tratamento tópico ou injetado diretamente sobre a ferida, 
infusão para consumo oral (FERREIRA et al., 2011; SASSIOTO et al., 2004); 
administração subcutânea e intraperitoneal,  (ARAUJO, et al., 2015). Numa pesquisa 
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realizada por Ferreira e colaboradores (2011), eles identificaram e relacionaram a ação 
anti-inflamatória da Casearia sylvestris em sua maioria pela administração via oral 
(Tabela3). 
Tabela 3: Uso popular da Casearia sylvestris em alguns países. 
Uso popular da Casearia sylvestris em alguns países 
 
Parte da planta/País Uso terapêutico 
tradicional 
Preparação/Administra
ção 
Referência 
Casca/Peru Diarréia Extrato aquoso/oral Duke & Vasquez (1994) 
Casca/Brasil Febre 
Anti-inflamatório 
Diarreia 
Picada de cobra 
Decocção/oral 
Decocção/oral 
Infusão da casca/tópico 
maceração/oral 
 
Brandão et al (1985) 
Hirschmann & De Arias (1990) 
Ruppelt et al (1991) 
Duke & Vasquez (1994) 
Folhas/Brasil Febre 
Picada de cobra, 
herpes 
Estimulante 
sexual 
Sedativo 
Anti-inflamatório 
 
Decocção/oral 
Decocção/oral 
Decocção/oral 
Decocção/oral 
Decocção/oral 
Brandão et al (1985) 
Hirschmann & De Arias (1990) 
Hirschmann & De Arias (1990) 
Simões et al (1990) 
Simões et al (1990) 
Folhas/Índia Picada de cobra Infusão 
 
Selvanayahgam et al (1994) 
Folhas/Colômbia Úlcera Extrato aquoso, tópico 
 
Garcia-Barriga (1975) 
Várias partes, Bolívia Analgésico 
Anti-inflamatório 
Cicatrização 
Picada de cobra 
Vários, oral Baya (2001) 
Raízes/Brasil Dor 
Feridas, lepra 
Decocção/oral 
maceração/oral 
 
Hirschmann & De Arias (1990) 
Duke & Vasquez (1994) 
Semente/ Brasil Lepra Óleo, tópico Duke & Vasquez (1994) 
 
 
Possivelmente, a administração via oral (FERREIRA et al., 2011 e SASSIOTO 
et al., 2004), do extrato dessa planta, gera o efeito anti-inflamatório esperado, visto que, 
a metabolização da planta no fígado pode gerar metabólitos ativos com efeito anti-
inflamatório.  
Além disso, Camargo et al. (1996) indicaram que a Casearia sylvestris pode 
apresentar diferente comportamento de acordo com a forma de preparo. Neste estudo, os 
autores observaram que o extrato alcoólico de Casearia sylvestris em pH 5,58 
prolongou a fase aguda do processo inflamatório o que resultaria em um atraso no 
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evento regenerativo, enquanto que, em solução tamponada com pH 7,18 reduziu a fase 
aguda do processo inflamatório.  
 Outro parâmetro que pode interferir nos resultados, que dizem respeito á ação 
anti-inflamatória da planta são as doses utilizadas nos tratamentos. A maioria dos 
estudos relatados foi baseada em doses com concentrações maiores do extrato de 
Casearia sylvestris comparadas ás doses utilizadas no presente trabalho. Albano et al. 
(2013) realizaram um experimento com a concentração de 100mg/kg do extrato 
hidroalcoólico de Casearia sylvestris e observaram que a planta teve efeito redutor na 
resposta inflamatória induzida por carragenina em modelo de pleuresia em ratos. No 
entanto, Esteves et al. (2005) realizou um teste que induziu a inflamação crônica na pata 
de ratos e constatou que o extrato bruto de Casearia sylvestris na concentração de 
125mg∕Kg, administrada via oral, não inibiu significativamente este processo.  
Sendo assim, os resultados apresentados pela atual pesquisa revelaram que as 
três doses avaliadas no presente trabalho (concentrações iguais a 0,3µg∕Kg, 3µg∕Kg, 
30µg∕Kg) não demonstraram efeito inibitório sob a inflamação crônica induzida por 
implante sintético, sugerindo que as doses podem interferir na eficácia e ação da planta. 
Estes resultados são importantes para a caracterização da ação da Casearia 
sylvestris, a partir do seu extrato bruto (ESTEVES et al., 2005) uma vez que a maior 
parte das investigações relacionadas com a atividade anti-inflamatória da guaçatonga 
está associada principalmente a extratos hidroalcoólicos da planta, como pode ser 
observado nos trabalho de Da silva et al. (2008); Cavalcante et al., (2007); Mosaddick 
et al. (2004); Orberlies et al. (2002); Basile et al. (2001); Borges et al. (2000); Carvalho 
et al. (1998) e Morita et al. (1991). A análise do potencial a partir do extrato de 
Casearia sylvestris sobre um modelo de inflamação crônica pode ajudar na explicação 
da atividade anti-inflamatória associada ao uso popular da planta. 
11 – Conclusão 
 
A Casearia sylvestris é nomeada pelo Ministério da Saúde como uma das 
espécies com potencial terapêutico, cujo valor medicinal dos seus extratos e compostos 
isolados é ressaltado pelo seu potencial farmacológico popularmente conhecido 
(FERREIRA et al., 2011).  
Apesar de a ação anti-inflamatória da Casearia sylvestris ser difundida e 
evidenciada pela medicina popular, as doses utilizadas no presente trabalho (10ng, 
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100ng, 1000ng), via injeção local, sob o modelo de inflamação crônica, induzida por 
implante sintético subcutâneo em camundongos, não apresentaram alterações 
significativas sobre os componentes avaliados (inflamatório, angiogênico e na 
fibrogênese do tecido recém-formado) em nenhum dos tratamentos utilizados 
comparação com o grupo controle salina, e, portanto, não exibiu efeitos anti-
inflamatórios na inflamação crônica. 
Acredita-se que a presente pesquisa contribui cientificamente na compreensão da 
atividade do extrato de Casearia sylvestris sob um modelo experimental que envolve a 
inflamação crônica e sugere que o extrato da planta seja investigado em outras formas 
de administração local (pomada) ou oral, pois, os componentes deste extrato podem 
apresentar classes de substâncias anti-inflamatórias que agem por diferentes 
mecanismos de ação. Além disso, sugere-se que as dosagens sejam avaliadas em outras 
concentrações de modo que as mesmas sejam ajustadas adequadamente para avaliação 
do processo. 
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